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RESUMO

SANTOS, F. Ecoepidemiologia da doenga de Chagas em uma regido do Estado da
Bahia, Brasil. 2022. 96p. Tese (Doutora em Ciéncia Animal nos Trdpicos) — Escola de

Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade Federal da Bahia, 2022.

Este estudo teve como objetivo caracterizar o papel vetorial dos triatomineos
encontrados no distrito de Santo Inécio, Bahia, Nordeste do Brasil e estimar a frequéncia de
infeccdo por T. cruzi nesses vetores, bem como em cées, mamiferos silvestres e humanos.
As possiveis fontes alimentares de sangue dos triatomineos foram analisadas. Alem disso,
avaliou a percepcéo, o conhecimento e as praticas preventivas adotadas pela populacdo em
relacdo a doenca de Chagas (DC). Os residentes amostrados (n = 126) foram soronegativos
para T. cruzi, enquanto que 17,5% (7/40) dos caes amostrados foram soropositivos. Dos
mamiferos silvestres capturados, um espécime de Didelphis albiventris (1/3) e outro de
Kerodon rupestris (1/5) foram positivos para T. cruzi por PCR. Nenhum Thrichomys sp.
(0/23) foi positivo para T. cruzi. Dos 169 triatomineos capturados, a espécie Triatoma
sherlocki foi a mais prevalente (n = 164), seguida das espécies Triatoma sordida (n = 4) e
Panstrongylus sherlocki sn Panstrongylus lutzi (n = 1). A taxa de infeccdo para T. cruzi por
PCR nas espécies de triatomineos analisadas foi de 18,5% (28/151), 0% (0/3) e 100% (1/1),
respectivamente. A detec¢do da fonte alimentar foi possivel em 56 triatomineos da espécie
T. sherlocki. A espécie K. rupestris foi a mais frequente fonte alimentar (35,7%), seguida
por Gallus gallus (17,9%), D. albiventris (14,3%), Homo sapiens (14,3%), Tropidurus
hispidus (7,1%), Leopardus geoffroyi (5,3%), Conepatus semistriatus (1,8%), Thrichomys
inermis (1,8%) e Rattus norvegicus (1,8%). Os residentes tém percep¢do e conhecimento
limitados sobre a DC, refletindo na baixa adocdo de praticas de prevencdo e controle de
triatomineos em seus domicilios. Os resultados sugerem a existéncia dos ciclos doméstico,
peridoméstico e silvestre de transmissao de T. cruzi, configurando um risco latente de

infeccdo para a populagdo humana.

Palavras-chave: doenca de Chagas; fonte alimentar; hospedeiros; questionario;

triatomineos



ABSTRACT

SANTOS, F. Ecoepidemiology of Chagas disease in a region of the state of Bahia, Brazil.
2022. 96p. Tese (Doutora em Ciéncia Animal nos Tropicos) — Escola de Medicina

Veterinaria e Zootecnia — Universidade Federal da Bahia, 2022.

This study aimed to characterize the vectorial role of triatomines found in the district
of Santo Inécio, Bahia, Northeastern Brazil, and to estimate the frequency of infection by T.
cruzi in these vectors, as well as in dogs, wild mammals and humans. Possible blood food
sources of triatomine were analyzed. In addition, it assesses the perception, knowledge, and
preventive practices adopted by the population about Chagas disease (CD). Residents
sampled (n = 126) were seronegative for T. cruzi, while 17.5% (7/40) of the dogs sampled
were seropositive. Of the wild mammals captured, one specimen of Didelphis albiventris
(1/3) and another of Kerodon rupestris (1/5) were positive for T. cruzi by PCR. None
Thrichomys sp. (0/23) was positive for T. cruzi. Of the 169 triatomines captured, the species
Triatoma sherlocki was the most prevalent (n = 164), followed by the species Triatoma
sordida (n = 4) and Panstrongylus sherlocki sn Panstrongylus lutzi (n = 1). The infection
rate for T. cruzi by PCR in the triatomine species analyzed was 18.5% (28/151), 0% (0/3)
and 100% (1/1), respectively. The detection of the food source was possible in 56 triatomines
of the species T. sherlocki. The species K. rupestris was the most frequent food source
(35.7%), followed by Gallus gallus (17.9%), D. albiventris (14.3%), Homo sapiens (14.3%),
Tropidurus hispidus (7.1%), Leopardus geoffroyi (5.3%), Conepatus semistriatus (1.8%),
Thrichomys inermis (1.8%) and Rattus norvegicus (1.8%). The residents have limited
perception, and knowledge about CD, reflecting the low adoption of prevention and control
practices for triatomines in their dwellings. The results suggest the existence of domestic,
peridomestic and wild cycles of T. cruzi transmission, configuring a latent risk of infection

for the human population.

Keywords: Chagas disease; blood meal; hosts; questionnaire; triatomine.
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INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) é uma antropozoonose causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909) (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), que €
transmitido entre os hospedeiros vertebrados (mamiferos silvestres, domésticos e humanos)
pelos triatomineos, os quais sdo insetos hematdfagos, conhecidos popularmente como
“barbeiros ou bicudos”. A DC ocorre em toda a América e estima-se cerca de seis — sete
milhdes de casos humanos, 12.000 mortes por ano e aproximadamente 25 milhdes de pessoas
em situacdo de risco no continente (WHO, 2020). No Brasil, ha cerca de 4,6 milhdes de
portadores da DC (DIAS et al., 2016; MARTINS-MELO et al., 2014). Segundo dados do
Ministério da Saude, o Estado da Bahia apresentou um média anual de 622 obitos por DC
no periodo de 2010 a 2018, estando dentre os cinco principais Estados brasileiros com maior
taxa de mortalidade (BRASIL, 2019). A DC ¢ uma doenca negligenciada que acomete
principalmente popula¢Ges com vulnerabilidades socioeconémica e ambiental (DIAS et al.,
2016), especialmente nas zonas rurais com registro frequente de triatomineos (DAFLON-
TEIXEIRA et al., 2019; LIMA et al., 2012; VINHAES et al., 2014). A DC vem ganhando
visibilidade em paises de outros continentes (WHO, 2020) que ndo apresentam transmissao
vetorial e oral, devido a auséncia dos triatomineos, mas em contrapartida ocorrem outras
formas de transmissdo de T. cruzi, como transmissdo congeénita, transfusdo de sangue e
doacdo de o6rgdos, exigindo assim, vigilancia ativa de casos da doenca nesses paises que
recebem individuos de regides endémicas para o protozoario (IMAI et al., 2019).

Existem trés ciclos da transmissdo de T. cruzi: o ciclo silvestre, que inclui os
mamiferos e triatomineos silvestres vivendo neste tipo de ambiente, especificamente
compartilhando tocas e ninhos de animais; o ciclo domeéstico, que ocorre em ambientes
internos dos domicilios, envolvendo, humanos, animais domésticos (cdes e gatos) e
triatomineos; e por fim, o ciclo peridoméstico que ocorre entre triatomineos infestando
edificacOes utilizadas para criacdo de animais domesticos (galinheiros e pocilgas), e/ou
locais com acumulo de material diverso (telhas, pedras e madeira) na area externa dos
domicilios, que servem de abrigo para animais sinantropicos, como roedores e marsupiais
(COURA E DIAS, 2009). Esses ciclos de transmissdo de T. cruzi podem ser independentes
ou conectados pelo movimento de mamiferos domésticos, sinantrépicos e de triatomineos

infectados entre ambientes domésticos, peridomésticos e silvestres (CANTILLO-
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BARRAZA et al., 2015; HERNANDEZ et al., 2016). Atividades antropicas em ambiente
silvestre como turismo, caca e agricultura podem oportunizar o transporte dos triatomineos
para os domicilios e 0 repasto sanguineo em humanos no ambiente silvestre (ALMEIDA et
al., 2016; BUITRAGO et al., 2013).

No mundo foram descritas 158 espécies de triatomineos (ALEVI et al., 2021; GIL-
SANTANA et al., 2022), sendo que 66 ocorrem no Brasil (GALVAOQ, 2014; SOUZA et al.,
2016), e destes, 26 foram registradas na Bahia (SOUSA et al., 2020). Esse Estado apresentou
um dos altimos focos residuais de Triatoma infestans (RIBEIRO et al., 2019), que era o
principal triatomineo domiciliado no pais, porém considerado controlado desde a década de
1990, por meio do Programa Nacional de Controle da doenga de Chagas (PCDCh), que
contou com acdes voltadas para a melhoria da infraestrutura e aplicacdo de inseticidas dos
domicilios (DIAS et al., 2016). No entanto, dada a diversidade de vetores de T. cruzi, existe
0 risco de transmissdo por outras espécies de triatomineos silvestres intrusivos e
domiciliados. Esses triatomineos sdo responsaveis atualmente pela transmissdo vetorial,
conectando os ciclos de transmisséo de T. cruzi (ARAUJO-NETO, et al., 2019; LIMA et al.,
2012; RIBEIRO et al., 2015; SANGENIS et al., 2015), a exemplo de Triatoma brasiliensis
(Neiva, 1911), possivelmente associado a focos da DC na regido Nordeste do pais
(ARAUJO-NETO et al., 2019; BEZERRA et al., 2014).

Os triatomineos realizam hematofagia desde o primeiro estadio ninfal, infectando -
se ao ingerir sangue de um hospedeiro portador de T. cruzi, ocorre entdo a reproducdo do
protozoario em seu organismo. A transmissao vetorial acontece quando da penetracdo das
formas infectantes de T. cruzi na lesdo produzida pela picada do vetor no hospedeiro. Alguns
animais silvestres sdo considerados reservatorios, contribuindo com a manutencdo de T.
cruzi, mesmo em baixas frequéncias em determinadas regifes, a exemplo dos marsupiais 0s
quais apresentam inclusive a capacidade de excretar formas infectantes de T. cruzi
juntamente com secrec¢des de suas glandulas odoriferas (JANSEN et al., 2018, 2020). Os
marsupiais sdo sinantropicos mantendo um importante elo entre o ciclo de transmissdo
silvestre e doméstico de T. cruzi (CANTILLO-BARRAZA et al., 2015; COSTA et al., 2015;
HERRERA et al., 2005; NANTES et al., 2019). No ambiente doméstico, cées e gatos sdo
considerados animais bioindicadores da circulacdo de T. cruzi (BEZERRA et al., 2014;
CANTILLO-BARRAZA et al., 2015; DAFLON-TEIXEIRA et al., 2019). Carnivoros
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domésticos tém maior chance de se infectarem via oral por T. cruzi ao predar roedores
infectados ou lamber o pelo com fezes de triatomineos infectados (HERRERA et al., 2005).

Diversos animais silvestres e domésticos sdo considerados fonte alimentar para 0s
triatomineos (HERNANDEZ et al., 2016; LILIOSO et al., 2020). No entanto, nem todos 0s
animais nos quais os triatomineos se alimentam participam do ciclo de transmissao de T.
cruzi, a exemplo de algumas espécies de répteis e aves, que sao refratarios ao protozoario
(BOTTO-MAHAN et al., 2022; DAFLON-TEIXEIRA et al., 2019; FLORES-FERRER et
al., 2019; MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2022). Os animais refratarios podem manter
populacdes de triatomineos bem alimentadas e oportunizar a colonizacdo intra e
peridomiciliar, levando a ocorréncia de casos humanos de DC (CANTILLO-BARRAZA et
al., 2015). Para compreender a dinamica entre os ciclos de transmissdo de T. cruzi em
ambiente domestico, peridoméstico e silvestre de determinada regido, é necessario analisar
a biodiversidade de vertebrados utilizados na alimentacao sanguinea pelos triatomineos, bem

como o possivel papel desses como reservatorios de T. cruzi.

A area de estudo - distrito de Santo Inacio, municipio de Gentio do Ouro (Bahia) - é
classificada como de alto risco para transmissao vetorial da DC desde 2006 (SESAB, 2018),
existindo registros das espécies Triatoma sherlocki (PAPA et al., 2002), Panstrongylus
sherlocki sn Panstrongylus lutzi (JURBERG et al., 2001) e Triatoma sordida (RIBEIRO et
al., 2014) (Figura 1). Sobre as duas Ultimas espécies existe poucos relatos. Panstrongylus
sherlocki sn P. lutzi é citado em estudo de caracterizacdo morfoldgica, sem dados sobre
infeccdo por T. cruzi (JURBERG et al., 2001), e T. sordida foi avaliado quanto a presenca
de diferentes cepas de T. cruzi (RIBEIRO et al., 2014). Triatoma sherlocki é a espécie
silvestre mais frequente na regido (COSTA et al., 2014; MENDONCA et al., 2009). Ela foi
coletada pela primeira vez em 1982 por Ruy Lopes Cerqueira e descrita em 2002 por Papa
e colaboradores. Essa espécie apresenta altas taxas de infeccdo natural por T. cruzi
(ALMEIDA et al., 2009; RIBEIRO et al., 2019). As aves foram a Unica fonte alimentar de
sangue detectada na analise de populacgdes silvestres de T. sherlocki (RIBEIRO et al., 2019),
mas a alta frequéncia de infeccdo por T. cruzi nessa espécie de triatomineo sugere o
envolvimento de mamiferos selvagens na manutencdo da transmissdo do protozoario
(ALMEIDA et al., 2009; RIBEIRO et al., 2019), uma vez que a maioria das aves sao
refratarias. A ocorréncia de T. sherlocki em domicilios e seu possivel envolvimento com

animais domésticos (RIMOLDI et al., 2012) e humanos no ciclo de transmissdo de T. cruzi
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constitui um risco a salde (ALMEIDA et al., 2009). O objetivo do presente estudo foi
caracterizar o papel vetorial dos triatomineos encontrados na regido, estimar a frequéncia de
infeccdo por T. cruzi nesses vetores, bem como em caes, mamiferos silvestres e humanos.
Além de analisar as possiveis fontes alimentares de sangue dos triatomineos. A percepcéo,
conhecimento e praticas adotadas pela populacdo em relacdo a DC também foram objetos
de andlise desse estudo, considerando que uma populacdo bem informada pode exercer um

importante papel, contribuindo com a notificacdo da presenca de triatomineos na regido.

Fonte: Pinotti e Ambrozini, 2020
Fonte: Paiva, Ambrozini e Pinotti, 2020

Fonte: Proprio autor, 2019

Figura 1. Espécies de triatomineos capturadas no distrito de Santo Indcio, municipio de Gentio do Ouro, Bahia.
(A) Triatoma sherlocki; (B) Triatoma sordida; (C) Panstrongylus sherlocki sn Panstrongylus lutzi.
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HIPOTESE

Apesar da Organizacdo Pan-americana da Saude (OPAS) ter declarado em 2006, o
fim da transmissdo vetorial de Trypanosoma cruzi por Triatoma infestans no Brasil, a
presenca de outras espécies de triatomineos é capaz de manter ciclos de transmissao de T.
cruzi envolvendo cées, animais silvestres e eventualmente humanos no distrito de Santo

Inécio, Gentio do Ouro, Bahia.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar a ecoepidemiologia da doenca de Chagas no distrito de Santo Inacio,
municipio Gentio do Ouro, Bahia, visando caracterizar o ciclo de transmissao de T. cruzi,

envolvendo as populacdes de triatomineos, cdes, animais silvestres e humanos da regido.

Objetivos Especificos

e Determinar a frequéncia de infeccdo por T. cruzi na populacdo humana e de caes da
comunidade por meio de testes soroldgicos;

e Pesquisar a ocorréncia de T. cruzi em triatomineos, cdes, mamiferos silvestres e
humanos por meio de testes de PCR;

e Investigar a fonte alimentar de sangue em triatomineos coletados no ambiente
domeéstico e silvestre;

e Avaliar a percepcdo, conhecimento e praticas da populacdo associados a

epidemiologia da doenca de Chagas, por meio da aplicacdo de questionarios.
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CAPITULO 1 - Ecoepidemiology of vectorial Trypanosoma cruzi transmission in a region

of Northeast Brazil*

ABSTRACT - Chagas disease (CD) is a parasitic zoonosis endemic in Brazil. Despite
virtual control of Triatoma infestans, the main domesticated vector of Trypanosoma cruzi,
vectorial transmission by other triatomine species persists in some rural communities. This
study aims to characterize triatomines role in transmitting T. cruzi to dogs and humans in the
district of Santo Inacio, located in the northwest region of the state of Bahia, Brazil. It also
describes environmental factors in housings associated with insect occurrence and assesses
the perception, knowledge, and preventive practices adopted by the population regarding
CD. Blood samples of humans and dogs, and biological samples of triatomines, were
collected between November 2018 and February 2019 and subjected to the detection of T.
cruzi by serological and molecular biology tests. Also, we applied a questionnaire to research
the perception, knowledge, and local practices of people related to CD. The capture of
triatomines in households was associated with exploratory variables of the questionnaires
using multivariate logistic regression (p < 0.05). The 155 triatomines captured in the wild
and domestic environment were of the species Triatoma sherlocki (n = 151), Panstrongylus
sherlocki sn Panstrongylus lutzi (n = 1) and Triatoma sordida (n = 3), and had a natural
infection rate for T. cruzi by PCR of 18.5%, 100% and 0%, respectively. District residents
(n = 126) were seronegative for T. cruzi, while 17.5% (7/40) of the dogs were seropositive.
The fact that residents are aware that triatomines can “cause” CD was configured as a
protection factor for residents according to the fitted logistic regression model (p = 0.04).
However, respondents have limited perception and knowledge about the CD, prevention and
control practices for triatomines in a household. The results suggest the existence of a
domestic cycle of transmission of T. cruzi between triatomines and dogs, configuring a latent
risk of infection to the human population of Santo Inacio. Studies that clarify the potential
for the establishing of intrusive triatomines in households, surveillance actions for
triatomines, and health education in rural communities are indispensable to prevent the
reemergence of CD in vulnerable regions of Brazil and other American countries with

similar epidemiological characteristics.

1 Artigo publicado na Revista Acta Tropica; ISSN: 0001-706X; QUALIS A1,
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2021.106184; Apéndice 1-Print da primeira pagina do artigo do Capitulo
1.


https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2021.106184

24

KEYWORDS: Chagas disease; Hosts; Panstrongylus sherlocki; Triatoma sherlocki

Triatoma sordida; Knowledge Attitudes Practice.

1. INTRODUCTION

Chagas disease (CD) is a parasitic zoonosis caused by Trypanosoma cruzi and is
usually transmitted between vertebrate hosts by triatomine insects popularly known as "the
kissing bug™” (Sousa et al., 2020). The disease is endemic in Latin America, especially in
Brazil (WHO, 2015), with cases recorded in poor rural areas with triatomines frequent
occurrence (Daflon-Teixeira et al., 2019; Lima et al., 2012; Vinhaes et al., 2014).

The implementation of the National Chagas Disease Control Program contributed to
reducing the population of Triatoma infestans (Dias, 2016b), one of the main domiciled
vectors in the region, currently with records of residual foci in the state of Bahia (Ribeiro et
al., 2019). However, given the diversity of T. cruzi vectors, there is a risk of transmission by
other intrusive triatomine species (Lima et al., 2012; Ribeiro et al., 2015). Therefore,
strengthening the population participation in the notification of vectors in their households
in regions vulnerable to infection is essential. This depends on permanent health education
actions on the epidemiology of CD, focusing especially on the young population
(Yevstigneyeva et al., 2014), seeking to reduce eventual underreporting of cases (Dias et al.,
20164a).

According to other authors, vectorial transmission of T. cruzi is associated with
household invasion by wild triatomines in several countries in the Americas (Waleckx et al.,
2015). In the Yucatan Peninsula, Mexico, seasonal invasion of Triatoma dimidiata occurs,
leading to active infection by T. cruzi in its inhabitants (Gamboa-Leén et al., 2014). In
Colombia, the wild triatomine Triatoma maculata invades houses, transmitting T. cruzi to
dogs and humans in a region with the occurrence of synanthropic animals infected by this
protozoan, such as Didelphis marsupialis (Cantillo-Barraza et al., 2015). The population of
the municipality of Apolo, Bolivia, complains of triatomine bites, with the wild species
Eratyrus mucronatus being the most frequently found in the area (Depickére et al., 2012).
Therefore, the presence in households of other triatomine species, previously of less

epidemiological importance, infected with T. cruzi, represents an important risk of CD
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reemergence in regions where the main vector species was controlled (Cantillo-Barraza et
al., 2020; Carrasco et al., 2014; Waleckx et al., 2015).

In the study area - district of Santo Inacio, municipality of Gentio do Ouro (Bahia) -
there are records of triatomine species Triatoma sherlocki (Papa et al., 2002), Panstrongylus
sherlocki sn Panstrongylus lutzi (Jurberg et al., 2001), and Triatoma sordida (Ribeiro et al.,
2014). There are few reports on the latter two species in the region, with P. sherlocki being
mentioned in a morphological characterization study, without data on T. cruzi infection
(Jurberg et al., 2001), and T. sordida evaluated for the presence of different strains of T.
cruzi (Ribeiro etal., 2014). T. sherlocki species is sylvatic and the most frequent in the region
(Costa et al., 2014; Mendonca et al., 2009). Studies report T. cruzi infection in these
triatomines (Almeida et al., 2009; Ribeiro et al., 2019). Birds were the most prevalent dietary
pattern among the targets assessed for sylvatic populations of T. sherlocki (Ribeiro et al.,
2019), but the high frequency of T. cruzi infection in this species suggests the involvement
of wild mammals in maintaining the cycle transmission of the parasite.

The occurrence of T. sherlocki in households and its possible involvement with
domestic animals and humans in the transmission cycle of T. cruzi causes concern in the
region and constitutes a threat to public health (Almeida et al., 2009). Therefore, this study
aims to characterize the vector role of triatomines found in the district of Santo Inacio
(Bahia), to estimate the frequency of infection by T. cruzi in vectors, dogs, and humans, as
well as describing characteristics of the households associated with the occurrence of these
insects and evaluate the perception, knowledge and preventive practices adopted by the

population regarding CD.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Study area and sample population

The study was carried out in the district of Santo Inacio (Fig. 1), belonging to the
municipality of Gentio do Ouro (11°22'49.4"”S 42°38'05.5"W), located in the northwest
region of the state of Bahia, Brazil. It has an estimated population of 255 inhabitants, living
in houses surrounded by large rocky-outcrops with significant fractures. Vegetation and

fauna are characteristic of the Caatinga biome (semi-arid), which houses, among others,
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Thrichomys sp. and Kerodon rupestris, wild mammals of frequent occurrence in the region
and possibly involved as blood-meal sources for triatomines (Papa et al., 2002). The region
has an average temperature of 25°C, and precipitation around 750 mm, with rains
concentrated in the spring (September to December) and summer (December to March)
(SEI-Superintendéncia de Estudos Econémicos e Sociais da Bahia, 2018).

Brazil

Sampling site:
___ Gentio do Ouro - Bahia
i__!Santo Inécio

Fig. 1. Characterization of the sampling site. (A) Brazil, state of Bahia, municipality of Gentio do Ouro with
the highlight on the district of Santo Inacio (QGis 3.12). (B) Headquarters of the district of Santo Inacio, Gentio
do Ouro, Bahia, surrounded by rocky-outcrops (Google Earth®, 2020).

Between November 2018 and February 2019, visits were made to households in
Santo Inacio to invite residents to volunteer in the study. Those who agreed to participate
signed an Informed Consent Form. Volunteers were submitted to a questionnaire, blood
sample collection, triatomines were captured in their houses and, after data collection, they
were informed about the CD. Also, those who owned dogs had their animals sampled for
blood. The study was approved by the Research Ethics Committee of the Federal University
of West Bahia (protocol 2965700) and by the Ethics Committee for Animal Use of the
School of Veterinary Medicine and Zootechnics of the Federal University Bahia (protocol
75/2017).

2.2. Serological survey of T. cruzi in humans and dogs

Blood collection was carried out in the volunteers’ households by a nursing
technician on previously scheduled days. Five ml of blood were collected in aseptic
conditions, with dry tubes. The samples were immediately refrigerated and transported to
the Laboratory of the Multidisciplinary Center of the Campus de Barra (CMB) of the Federal
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University of West Bahia (UFOB) for centrifugation and serum collection. Two ml serum
aliquots were packed in microtubes and kept at -20°C, being sent to the Advanced Laboratory
of Public Health (LASP) of the Gongalo Moniz Institute (IGM, Fiocruz-BA) under
refrigeration, subjected to two commercial indirect ELISA tests for detection of anti- T. cruzi
antibodies: ELISA Chagas IIl (BIOSChile, Ingenieria Genética S. A, Santiago, Chile) and
Gold ELISA Chagas (batch CHA132A; Rem, Sao Paulo, Brazil). All results were analyzed
in duplicate, and the cutoff values were determined according to the manufacturers.

The consent for sampling the dogs was requested to the tutors through signing of an
authorization term. Animals were submitted to physical restraint, clinical evaluation and
demographic data collection. Blood samples were collected through the jugular or cephalic
veins in aseptic conditions, with dry tubes, in a volume of 3 to 5 ml. They were immediately
refrigerated and transported to the CMB/UFOB laboratory. After separation and storage at -
20°C, the serum samples were sent to LASP (IGM, Fiocruz-BA). They were analyzed by the
modified Gold ELISA Chagas commercial test (batch CHA132A; Rem, Sao Paulo, Brazil)
and in-house ELISA, using four T. cruzi chimeric recombinant antigens (IBMP-8.1, IBMP-
8.2, IBMP-8.3, and IBMP -8.4) according to Leony et al. (2019). Dogs were considered
seropositive for T. cruzi when reactive in both tests. The samples were also tested for anti-
Leishmania antibodies, using the protocol recommended by the Ministry of Health: rapid
test DPP® and ELISA/EIE [Bio-Manguinhos/Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)]. Dogs

were considered seropositive for Leishmania sp. when reactive in both tests.

2.3. Analysis of households and triatomines

The manual capture of triatomines in the households took place during the day, with
the use of flashlights, gloves and tweezers, being carried out in all places of the house such
as under the mattresses, behind furniture and in cracks that could house the vectors, in a
clockwise direction. In the peridomicile, the search covered: the annexes, such as chicken
coops and sheep corrals; accumulation of construction waste; piles of tiles and bricks; and
places of garbage accumulation. The collected triatomines were placed in plastic tubes with
a lid, allowing aeration and containing filter paper (Galvao, 2014). The triatomines capture
activities in the domestic environment was executed by two people, with an average of 12.5
min/person/home. The research members also filled in a list of household characteristics
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associated with triatomines, such as roof and wall type, and presence of annexes for raising
animals.

The capture of triatomines in the wild took place at dusk, with the aid of flashlights
and frequent checking of the surface of rocks that had fissures, hollows of tree trunks and
rock burrows of small wild mammals (example Thrichomys sp. and K. rupestris). The
triatomines were collected with tweezers and placed in plastic tubes with aeration. The
capture activity involved three to four people per collection in the wild environment, with
an average duration of two hours/person. The capture of triatomines was authorized by the
Brazilian Environmental Agency (IBAMA/SISBIO protocol 61011-2).

The insects were sent to the CMB/UFOB laboratory for taxonomic identification by
optical microscopy of the characters of the head, chest, and abdomen, according to the
identification keys of Lent and Wygdzinsky (1979) and Galvdo (2014). The insects were
also classified into nymphs, males, and females. Entomological indicators were evaluated:
(i) the natural infection index, which is the number of triatomines infected by T. cruzi divided
by the total examined x 100; (ii) the infestation index, which is the number of positive
households for triatomines divided by the households surveyed x 100; (iii) the colonization
index, which is the number of households with nymphs divided by the number of households
with triatomines x 100 and (iv) overall triatomine abundance, which is the number of

triatomines captured in the households divided by the number of households surveyed.

2.4. Molecular diagnosis of mammalian hosts and triatomine

The samples obtained from triatomines, humans, and dogs were examined by
conventional PCR and sequenced for detection and confirmation of T. cruzi at the Laboratory
of Pathology and Molecular Biology (LPBM) of the Gongalo Moniz Institute (IGM/Fiocruz-
BA).

DNA extraction from triatomines was adapted from Ribeiro et al. (2019), using
abdomen samples from each insect and the DNAZzol standard protocol. The purified DNA
was eluted in 50 pl of the elution buffer. We used the commercial kit (PureLink Genomic
DNA Mini Kit, Invitrogen®) to extract DNA from whole blood samples with EDTA
anticoagulant (dogs and humans), following the manufacturer recommendations, and eluted

in 30 pl of elution buffer. All DNA concentration of the samples was determined on a
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NanoDrop™ spectrophotometer, being adjusted to ~100 ng/ul, and the samples were then
stored at -80°C. The entire extraction process was carried out in a security booth, and the
material used was sterilized to avoid contamination of the extracted DNA.

Conventional PCR aimed to amplify the histone H2A gene, corresponding to the 16-
248 nucleotides of a sequence called SIRE (Pavia et al., 2007), a small interleaved repetitive
element presents in T. cruzi. Primers TcH2AF (5’ - GAGAGTGATCGTGGGAGAGC - 3')
and TcH2AR (5'- AGTGGCAGACTTTGGGGTC - 3") were used, specific for T. cruzi, and
which produce a 234 bp amplicon (Lilioso et al., 2020). In 25 pL volumes, PCR reactions
were performed with 11 pl of the Qiagen PCR Master Mix commercial kit (QIAamp, Qiagen,
Hilden, Germany), 0.5 uM of each primer, 2 pl of genomic DNA, and DNase free water until
the volume is complete. The reaction was performed on the Mastercycler Gradient
thermocycler (Eppendorf, Foster City, California, USA), with 94°C programming for 3 min,
followed by 40 cycles of 94°C for 30 s, 55°C for 30 s and 72°C for 60 s, with a final extension
of 72°C for 10 min.

The PCR products were stained with SYBR Safe solution (Invitrogen, CA, USA) and
submitted to a horizontal electrophoretic run (Micro SSPTM Gel System, One Lambda,
USA) in 1.5% agarose gel, in Tris borate EDTA buffer (TBE), together with the 100 bp
molecular weight marker (Invitrogen, USA). The results were visualized on a blue light
transilluminator and photographed with the MultiDocit Photodocumenter (UVP, Imaging
Systems, Upland, CA, USA). The positive control was a triatomine sample positive for T.
cruzi previously sequenced and with 99% identity with the sequence deposited in GenBank
(CP015671.1) and the negative control was ultrapure water. PCR products were purified
with a commercial QIAquick PCR Purification kit (Qiagen, Germany) and sent for

bidirectional sequencing (Sanger et al., 1977).

2.5. Epidemiological questionnaire

The semi-structured epidemiological questionnaires had objective and subjective
questions and were applied according to the profile of the interviewees: (i) addressed to the
household provider (adult responsible for the home), containing questions about triatomines,

CD, and demographic data (biological, socioeconomic, and cultural); and (ii) addressed to
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other residents of the households, with questions about demographic data, being applied to
individuals over ten years of age.

The interviews were conducted in the interviewees’ households by four trained
interviewers. The questions were asked without inducing the answer and without reading the
alternatives. In cases where respondents were unable to answer, this option was checked in

the questionnaire.

2.6. Data analysis and geoprocessing

Data from qualitative variables were categorized and their absolute and relative
frequencies described. For each analysis, tables were created highlighting the outcome
variables and the independent variables, namely: i) demographic and clinical data of the dogs
that were associated with the outcome variable “Seropositivity for T. cruzi in dogs”; ii) data
on the perception, knowledge and practices of providers that were associated with the
outcome variable “Infestation rate of triatomines in households”. In addition, “Structural and
environmental characteristics of households” were associated with the outcome variable
“Index of triatomine infestation in households”. To analyze the association between the
outcome variables and the independent variables, non-fitted model and multivariate analyses
were performed using logistic regression. Prevalence ratios (PR) and 95% confidence
intervals (95%CI) were estimated. The forward variable selection method was used to
include the variables in the multiple model. The inclusion criterion was p < 0.20 in the fitted
model analysis. The criterion for maintaining the variables in the final model was p < 0.05.
Data analysis was performed using Stata®14 statistical software.

The map that determines the studied area’s location was made using the software

Qgis 3.12 and Adobe Illustrator CS6.

3. RESULTS

3.1. Demographic data, serological and molecular diagnosis in humans and dogs

In this study, 255 residents were recruited but only 126 individuals agreed to
participate. The demographic data of the volunteers are shown in Supplementary Table 1.
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All volunteers sampled were negative for T. cruzi in serological and molecular tests, which
is equivalent to 49.5% (126/255) of the population in the district of Santo Inacio.

In the study area, 40 dog samples were collected. Demographic and clinical data of
dogs are shown in Supplementary Table 2. 17.5% of the dogs sampled (7/40) were reactive
for T. cruzi in both the Gold ELISA Chagas and in-house ELISA tests (chimeric antigens),
and 7.5% (3/40) were reactive to both the DPP® and ELISA/EIE for anti-Leishmania sp. A
single dog was seropositive for T. cruzi (Gold ELISA Chagas and in-house ELISA tests) and
Leishmania sp. (rapid test DPP® and ELISA/EIE), suggesting possible co-infection by both
pathogens. Of the dogs sampled, 75% (30/40) were male and 25% (10/40) female. 85.71%
(6/7) of males and 14.29% (1/7) of females were seropositive for T. cruzi. In addition, dogs
older than one year of age were the most seroreactive for T. cruzi (85.71%, 6/7). No dog was

positive for T. cruzi by the PCR technique.

3.2. Analysis of triatomines

The 155 triatomines were captured in the following environments: inside houses (n
= 4); peridomicile (n = 6); and wild environment (n = 145). The ten triatomines captured in
households (n = 7) were of the following species: Triatoma sherlocki (n = 6), Triatoma
sordida (n = 3), and Panstrongylus sherlocki sn Panstrongylus lutzi (n = 1). All specimens
found in the wild (n = 145) were of the species T. sherlocki and most were captured on the
surface of rock formations (n = 131). Only one colony was found in a rock burrow (n = 14).
In this colony, all triatomines were engorged and 12 of them were positive for T. cruzi.
Twenty-nine (18.7%) triatomines were positive for T. cruzi according to PCR testing (Table

1) and confirmed by sequencing.

Table 1 Natural infection index for T. cruzi in triatomines collected in the district of Santo Inacio, Gentio do
Ouro, Bahia, Brazil, from 2018 to 2019.

Panstrongylus sherlocki sn
Triatoma sherlocki Triatoma sordida Panstrongylus lutzi

F M N PIA 1% F N PA 1% M N PA 1%

PERI 22 0 1/3 333 0 28002 0 19 0 1/1 100.0

M F
INTRA 1*@ 18 1P 0/3 0.0 1 0 0 O0n 0 0 0 ©O 0 0.0
0 0
WILD 21 24 100 27/145 18.6 0O 0 0 0/ 0 0 0 O 0 0.0

TOTAL 24 25 102 28/151 185 1 0 2 043 0 0 1 0 11 1000

F: female; M: male; N: nymph; P: positive triatomines; A: analyzed triatomines; 1%: Natural Infection Index -
the percentage of positive triatomines for T. cruzi; INTRA: inside the house; PERI: peridomicile; WILD: wild
environment; 2 captured in the bathroom; ° captured in the bedroom; © captured in the backyard; ¢ captured on
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the balcony; © captured in a pile of tiles in the backyard; f captured in the backyard where a T. cruzi seronegative
dog was sleeping; 9 captured in the backyard where a T. cruzi seropositive dog was sleeping.

3.3. Analysis of households

Of the 106 existing households in the district of Santo Inacio, 48 were sampled
(45%). Among the information about the infrastructure and organization of the households,
it is noteworthy that the 94% (45/48) had ceramic roofs; 88% (42/48) masonry walls with
plaster; 88% (42/48) peridomicile materials such as tiles and blocks, 60% (29/48)
construction debris and 46% (22/48) accumulated garbage. Forty households (38%) were
not inspected, as they were vacant, and in 18 households (17%) there was no permission
from the resident.

In 34 households sampled, 351 domestic animals were registered, in the following
proportions: 62% (217/351) chickens, 14% (50/351) sheep, 12% (43/351) dogs, 10%
(36/351) cats, and 1% (5/351) birds. The presence of annexes for raising domestic animals
was verified in 21% (10/48) of the households, of which nine were chicken coops, and one
had a chicken coop and a sheep corral. Entomological indicators calculated resulted in an
infestation index of ~15% (7/48), triatomine abundance of 0.2 (10/48) and colonization
index of 57% (4/7). Fig. 2 shows some households characteristics and their proximity to the
rocky-outcrops of the wild environment. Supplementary Table 3 shows the environmental

conditions of households positive for triatomines.
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Fig. 2. Characteristics of households and proximity to a wild environment of the district of Santo Inacio, Gentio
do Ouro, Bahia. (A) Rocky-outcrops surrounding the dwellings and considered major ecotopes of T. sherlocki.
(B) Peridomicile with rock formations serving as a shelter for a dog and triatomines. (C) Dog in the
peridomicile, with accumulation of diverse materials in the background, serving as a hiding place for
triatomines.

3.4. Epidemiological questionnaire

Of the 112 questionnaires applied, 42% (47/112) were answered by the household
provider and 58% (65/112) by other residents. The questionnaire was not applied to one
specific provider and thirteen other residents for various reasons beyond our control (n =

14). The results and frequencies of perception, knowledge, and practices about triatomines
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and CD are presented in Table 2, and demographic data of the population are in

Supplementary Table 1.
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Table 2 Descriptive and statistical analysis of questionnaires on perception, knowledge, and practices in relation to triatomines and Chagas disease obtained from 47
providers and their association with the infestation index of triatomine in households in the district of Santo Inécio, Gentio do Ouro, Bahia, Brazil, from 2018 to 2019.

Independent variables n/N (%) # Frequency (%6) PR (95% CI) PR (95% CI)
Non-fitted Model Fitted Model
Have you found triatomines at your house? (N = 47)
No/Do not know 14 (29.79) 1/7 (14.29) 1
Yes 33 (70.21) 6/7 (85.71) 3.21 (0.11-92.79)
What place in the house did you find the triatomine? (N = 33)
Peridomicile 3(9.09) 1/6 (16.67) *
Inside house 22 (66.67) 3/6 (50.00)
Both 8 (24.24) 2/6 (33.33)
2 What did you do when you found the triatomine? (N = 33)
Suitable destination 2 (6.06) 0 *
Inappropriate destination 31 (93.94) 6/6 (100.00)
What is the delivery location for the triatomine? (N = 47)
Health Service (person or institution) 13 (27.66) 0 *
b Others/Do not know 34 (72.34) 7/7 (100.00)
¢Which of the insects is a triatomine? (N = 47)
Incorrectly pointed/Cannot answer 8 (17.02) 217 (28.57) 1 1
Correctly pointed 39 (82.98) 5/7 (71.43) 0.09 (0.00-1.39)** 0.23 (0.03-1.82)
Do you do anything to avoid the triatomine? (N = 47)
No 36 (76.60) 6/7 (85.71) 1
Yes 11 (23.40) 1/7 (14.29) 0.42 (0.02-7.67)
Do triatomines cause any disease? (N = 47)
No/Do not know 3 (6.38) 2/7 (28.57) 1 1
Yes 44 (93.62) 5/7 (71.43) 0.01 (0.00-0.74) **  0.04 (0.00-0.66)***
What disease does the triatomine cause? (N = 44)
Chagas disease 36 (81.82) 5/5 (100.00) *
Others 8 (18.18) 0
Which organ does Chagas disease affect? (N = 47)
Others 10 (21.28) 1/7 (14.29) 1
Heart 37 (78.72) 6/7 (85.71) 0.12 (0.00-4.91)
Do you know someone who has Chagas disease? (N = 47)
No/Do not know 24 (51.06) 3/7 (42.86) 1
Yes 23 (48.94) 4/7 (57.14) 2.54 (0.18-34.23)
Is Chagas disease curable? (N = 44)
No/Do not know 21 (47.73) 6/7 (85.71) *
Yes 23 (52.17) 1/7 (14.29)
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Is there a Chagas disease control service in the region? (N = 45)

No/Do not know 38 (84.44) 6/7 (85.71) 1

Yes 7 (15.56) 1/7 (14.29) 0.82 (0.04-16.53)
The name “the kissing bug” was replaced in the text by triatomine; PR = Prevalence ratios; CI = confidence intervals * Frequency of triatomine infestation rate in
households in relation to independent variables; * Not included in the non-fitted model due to lack of sufficient data to perform the analysis; ** Criterion used in the
non-fitted model was p-value <0.20); *** The criterion for maintaining the variables in the fitted model was p<0.05; 2 Suitable destination (delivered to the university
researcher) and Inappropriate destination (killed immediately/ threw in the garbage); ® Do not know (n = 27), there is no location (n = 5), dumping ground (n = 2); ¢
Showcase with the presence of three adult hemipteral insects (predator, phytophagous and T. sherlocki) was shown to the provider.
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3.5. Data analysis

The fitted logistic regression model between "Provider perception, knowledge and
practice data" and the "Triatomine infestation index in households™ suggests that the fact
that the provider has knowledge that the triatomine can cause CD may be configured as a
factor of protection for it (p = 0.04). Thus, providers with this knowledge may adopt
preventive measures to avoid contact with the triatomine (Table 2).

The non-fitted model of the analysis between “Demographic and clinical data of
dogs” and “Seropositivity for T. cruzi in dogs” was not significant (Supplementary Table 2).
Thus, a fitted model was not carried out. Therefore, the exploratory variables do not
sufficiently explain the result of serology for T. cruzi in dogs in the studied population. The
fitted logistic regression model between “Structural and environmental characteristics of
households” and the “Infestation index of triatomines in households” was also not significant
(Supplementary Table 3). Therefore, the exploratory variables do not sufficiently explain the
rate of triatomine infestation in the sampled households. The two statistical analyses
mentioned above were purposely not presented here (for more information see Supplemental
Tables 2 and 3).

4. DISCUSSION

Three species of triatomines were identified, T. sherlocki, T. sordida, and P.
sherlocki, occurring in different numbers in the researched environments, with 18.7% of the
investigated triatomines being infected with T. cruzi. It was also observed the presence of
seropositive dogs and all human samples were negative for T. cruzi.

Adults and nymphs of the T. sherlocki species were the most found in households,
and the only ones detected in the wild environment. They were positive for T. cruzi in both
environments. T. sherlocki is considered a species of the wild environment (Papa et al.,
2002). However, it is believed that at some point, T. sherlocki, which cannot fly (Almeida et
al., 2012), colonizes households through walking (Alemeida et al., 2009), where it can lay
its eggs, with the potential for colonization. The adaptability of the T. sherlocki species to
the domestic environment was tested in the laboratory, being registered a complete
development cycle (egg to adult), low mortality rate, high frequency of blood meal, and
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resistance to hunger, which can make it possible to remain in households (Lima-Neiva et al.,
2017). The infection rate of T. sherlocki in this study was 18.5%. Previous studies, also
carried out in the district of Santo Inacio, such as Almeida et al. (2009) and Ribeiro et al.
(2019), showed infection rates in T. sherlocki by T. cruzi of 11% and 43%, respectively.
Demonstrating that the occurrence of the parasite infecting this species of triatomine is
expected in the region, and imposes the need for entomological investigations on the possible
colonization probabilities of this vector in households.

Species T. sordida and P. sherlocki were also captured in households, and the only
adult specimen captured of the species P. sherlocki in the peridomicile was infected with T.
cruzi. There is no previous record of infection by T. cruzi for this species in the literature
consulted. Also, P. sherlocki behavioral and occurrence data are scarce (Jurberg et al., 2001),
with P. sherlocki being considered a chromatic variation of the species Panstrongylus lutzi
(Garcia et al., 2005). Although the species T. sordida is more frequent in the state of Bahia,
mostly found in the peridomicile of households, with an infection rate for T. cruzi of 4%
(Ribeiroetal., 2019), in the present study, few specimens of this species were captured inside
households (n = 1; in the bathroom) and peridomicile (n = 2; in the backyard), the same
being negative for T. cruzi. Species of the genus Panstrongylus occupy natural ecotopes
associated with hosts (armadillo burrow, rocks with cavy, bird nests) and are found among
large tree roots (Sousa et al., 2020), while the natural ecotope for T. sordida is the hollow
trunk of trees and bird nests (Sousa et al., 2020). Although studies show the occurrence of
T. sordida (Ribeiro et al., 2014) and P. sherlocki (Jurberg et al., 2001) in natural ecotopes of
Santo Inécio, both triatomines were not captured in the wild during our study.

Even with a low rate of infestation and low density of triatomines in households, a
significant number of the interviewed providers reported finding triatomines in their
households (Table 2). Household places with the highest occurrence of insects were the
living room (72%), the bedroom (39%), and the kitchen (30%). According to the
interviewees, the backyard (n = 6) and chicken coop (n = 1) presented less occurrence of
triatomines, perhaps due to the short time that people stay in these areas or, also, because
insects find more hiding places in this type of environment. Detection of triatomines is
generally low and may vary depending on insect abundance, ecotope characteristics, and
capture method (Abad-Franch et al. 2014). We used the manual capture of triatomines as

recommended by entomological surveillance as a method. However, capture in households



39

during the day, when the vector hides, where hiding places are diverse, and where the
abundance of invasive triatomines is generally smaller, made it difficult to detect the insect.
Therefore, we recommend that future studies in this district use dislodging insecticides in
households and count on the participation of the residents to capture the insects. In the wild,
the capture activity was carried out at night, when the insects are most active and in the
natural ecotope of triatomines, allowing for greater capture of vectors (Table 1).

Household invasions and colonization by wild triatomines in Santo Inacio occur for
several reasons. Some of them are: i) proximity of the rocky-outcrops to the households; ii)
presence of shelters for triatomines [ex: peridomiciles with an accumulation of several
materials], and annexes of domestic animals very close to the households; iii) the presence
of several domestic animals; iv) artificial light attraction of insects and, finally, v) passive
transport by domestic animals and human due to work activities, such as hunting and mining
in the wild environment, being able to carry triatomines in their utensils (Almeida et al.,
2009). Regarding phototropism, during the stay of the research team in this district, three
adult specimens of T. sherlocki were found at night inside households, one of which was
positive for T. cruzi (data not counted). These triatomines are attracted by artificial light
(Sousa et al., 2020), which favors the nocturnal invasion of households.

The presence of domestic animals in households may be more attractive for
triatomines to feed on than human presence (Daflon-Teixeira et al., 2019; Gurtler et al.,
2007). Among the animals raised in the district, the presence of chickens stands out, which
are the most accessible blood-meal sources for triatomines (Daflon-Teixeira et al., 2019;
Ribeiro et al., 2015). Dogs come in second place, being considered a link in the circulation
of T. cruzi between the wild and domestic environment (Porfirio et al., 2018). This fact was
reinforced in the present study by registering 17% of dogs seropositive for T. cruzi.

Dogs generally develop the chronic form of CD, with no apparent clinical signs
(Santana et al., 2012) with low parasitemia at this disease stage (Araujo et al., 2002).
However, some naturally infected dogs may have detectable parasitemia, depending on the
genotype of the parasite circulating in the region and the health status of the animals, as
detected by xenodiagnosis, conventional PCR (Enriquez et al., 2013), and qPCR (Enriquez
et al., 2014) in other countries (Gurtler and Cardinal, 2015). In this study, dogs infected with
T. cruzi had a varied clinical picture, compatible with other diseases such as visceral
leishmaniasis, making the clinical diagnosis of CD difficult. Only one dog showed
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seropositivity for Leishmania sp. and T. cruzi, indicating coinfection. The diagnosis of these
diseases in co-endemic regions is a challenge due to the possibility of cross-reaction (Leony
et al., 2019; Porfirio et al., 2018), which was discarded in our study because we used two
different serological techniques to detect both parasites. In addition, co-infected dogs remain
parasitized for long periods, which represents a significant risk in the spread of these
zoonoses (Cruz et al., 2020; Porfirio et al., 2018).

Most of the dogs sampled in this study are not used for hunting wild animals and are
not fed game meat, even though game meat intake is cultural among people in the region.
The two wild animal species most cited as a food source by the interviewees were the rock
cavy [K. rupestre (87%)] and the armadillo [Dasypodidae (55%)], both being T. cruzi
reservoirs (Jansen et al., 2020). It is assumed that, during the preparation of the game meat,
the remains of these animals are given to the dogs. Two dogs seropositive for T. cruzi fed on
wild animals, which suggests that oral transmission of the parasite could occur, as reported
by Porfirio et al. (2018), who detected 76% of dogs in a rural community in the state of Mato
Grosso do Sul infected with T. cruzi, 40% of which were fed with wild mammals.

All T. cruzi seropositive dogs slept in backyards. However, there was no association
between the serological result and the variable "Where does the dog sleep?" (Supplementary
Table 2), even knowing that the overnight stay of dogs in the peridomicile increases exposure
to triatomines because of the more significant number of vectors in these places (Walter et
al., 2005). We recorded an adult triatomine positive for T. cruzi living with a seropositive
dog in the same peridomicile, and a negative nymph captured in the place where a
seronegative dog slept. This scenario shows the severity of CD in this region, where
triatomines and dogs share the same space (Fig. 2. B, C).

However, we did not find any PCR-positive dog for T. cruzi, which would confirm
the infection in tested animals. Some points can be raised in this regard: i) the tested aliquot
does not contain parasite DNA (T. cruzi is not present in the peripheral circulation of the
animal); i1) the fact that the primer does not detect some T. cruzi strains (Barrera et al., 2008);
and iii) the difference in the objectivity of serological tests in relation to molecular testing
(antibodies/immunological memory x DNA/infection). The sensitivity of the PCR reaction
using TcH2AF/TcH2AR primers was 0.1 ng DNA/uL, which was determined using T. cruzi
positive control DNA in 10x serial dilutions, ruling out the possibility of negative results due
to problems of PCR sensitivity. Regarding possible reaction inhibitors present in the DNA
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sample, this problem was ruled out by satisfactorily amplifying all negative samples after
adding 1.0 ul (50 ng) of parasite DNA (positive control) to them, following the methodology
of Gil et al. (2007). The sensitivity of PCR with other primers (for example kinetoplast
target) in naturally infected dogs ranged between 40-90% (Araujo-Neto et al., 2019;
Enriquez et al., 2013; Porfirio et al., 2018). However, the study by Cantillo-Barraza et al.
(2020) showed PCR negativity in T. cruzi seropositive dogs, even using more sensitive
primers than those used here, which shows the importance of using different diagnostic tests
to expand the possibilities of reactive and/or detecting the parasite (antibodies and/or DNA).
The PCR test has high sensitivity and specificity to detect infected dogs (Aradjo-Neto et al.,
2019), being used as a complementary diagnosis to serology and allowing the detection of
circulating T. cruzi lineages (DTUs Tcl-TcVI) and other species of Trypanosoma (Malavazi
et al., 2020; Porfirio et al., 2018).

Diverse studies deal with human seroprevalence of T. cruzi in several regions
considered endemic for triatomines in Northeast Brazil (Aras et al., 2002; Borges-Pereira et
al., 2006; Borges-Pereira et al., 2008; Brito et al., 2012; Lima et al., 2012; Santos et al.,
2015). In the present study, all people tested negative for T. cruzi. According to Cerqueira
et al. (1998), previous studies carried out in 1975 and 1995, in this same study area,
registered 3% and 4% of seropositivity for T. cruzi, respectively. The low prevalence of
people infected in these two periods was attributed to better conditions in the infrastructure
of households, not being attractive for colonization of triatomines, and preservation of the
wild environment (Cerqueira et al., 1998). These conditions were also observed, which may
have contributed to the absence of human cases of T. cruzi infection in the present study.
Furthermore, this seronegativity may be associated with the significant elimination of
Triatoma infestans in the 1990s through the frequent application of insecticides in
households, which reduced the occurrence of new cases of CD in several regions of Brazil
(Dias, 2016b).

The species T. sherlocki is known and called by the population of Santo Inécio as
“bicudo”, and it is a vector of the CD protozoan (Almeida et al., 2009), which was identified
in the hemipteral insects showcase by 83% of the providers. The correct identification of
triatomines by the population allows the notification of these insects to the government
agencies responsible for disease control and prevention programs (Dias et al., 2016a).
However, there was a lack of information from the population regarding the correct
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procedure for capturing and disposing of triatomines captured in their households, with most
providers immediately Killing the insect when they found it and 57% of providers not
knowing where to forward them. Similar results have also been reported in other studies
(Dias et al., 2016a; Rosecrans et al., 2014).

To avoid triatomines in their households, 77% of providers use some preventive
measures. Of these, 50% are insecticide spraying and 42% seek to improve hygiene aspects
to avoid an accumulation of garbage and materials (data not shown). These precautions are
also the most cited in other studies (Rosecrans et al., 2014; Urioste-Stone et al., 2015).
Spraying households with insecticides was suggested by 31% of providers to improve the
region’s CD control service. However, for this to happen, the resident needs to notify
entomological surveillance of the occurrence of triatomines in their household (Dias et al.,
2016b), which does not happen in this population as previously reported, even though they
have a health post in the district that receives the insects and sends them to the responsible
sector.

In the present study, most individuals used a mosquito net attached to the mattress to
sleep (Supplementary Table 1). This palliative action protects people from the blood meal
of triatomines when they are sleeping. However, 37% of people reported having been bitten
by insects, 29% with a sting frequency greater than ten times (data not shown),
demonstrating that this occurs when individuals are awake, thus being able to protect
themselves from insects. In general, the questionnaire analysis revealed several gaps in
respondent knowledge about CD and about the set of practices associated with reducing
exposure to triatomines. However, logistic regression analysis showed a protective factor for
providers who know that triatomines “cause” CD, as they avoid favorable conditions for
invasion and colonization of these insects in their homes (Table 2). Thus, the questionnaire
can help to produce educational materials that reinforce aspects still deficient about CD in
this population.

The epidemiological scenario revealed is worrying and also occurs in other regions
of Brazil (Aradjo-Neto et al., 2019; Lima et al., 2012; Sangenis et al., 2015) and in other
countries in the Americas (Waleckx et al., 2015), with the aggravation of detecting active
cases of T. cruzi in humans in the context of invasions by the triatomines Triatoma vitticeps,
Triatoma maculata, Triatoma dimidiata and Eratyrus mucronatus in Brazil (Sangenis et al.,
2015), in Colombia (Cantillo -Barraza et al., 2015), in Mexico (Gamboa-Ledn et al. 2014)
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and in Bolivia (Depickére et al., 2012), respectively. These studies generally show that
people have socioeconomic and cultural characteristics that favor the invasion of these
insects in their houses (Daflon-Teixeira et al., 2019). In Bolivia, for example, the population
of the municipality of Apolo has the habit of building walls with clay to delimit the
peridomicile of their dwellings, an ideal hiding place for triatomines (Depickere et al., 2012).
While in a certain region of Colombia, the transmission of T. cruzi to humans and dogs is
related to the occurrence of synanthropic animals such as Didelphis marsupialis (Cantillo-
Barraza et al., 2015) that finds shelters in the peridomicile of households. Thus, the control
of transmission of T. cruzi, in the current scenario, must be analyzed from a holistic
perspective, engaging the residents of these regions in the recognition and notification of
triatomines (Rosecrans et al., 2014; Yevstigeyeva et al., 2014), as well as the use of
prevention and control methods for these insects inside residents households (Urioste-Stone
et al., 2015).

5. CONCLUSION

Based on previous reports and the detection of anti-T. cruzi antibodies in dogs and T.
cruzi infection in specimens of T. sherlocki collected in the wild and domestic environment,
the presence of the etiological agent of CD in the district of Santo Inacio is verified. Although
uncommon in the studied area, the species T. sordida and P. sherlocki can contribute to the
maintenance of the T. cruzi transmission cycle. We also report the first record of the infection
of P. sherlocki by T. cruzi. Though limited, the knowledge about CD and the adoption of
some preventive measures against the vector practiced by a portion of the population seems
to have contributed temporarily to prevent the transmission of T. cruzi to humans. However,
the data reveal a latent risk of infection and spread of CD in the population studied. The
epidemiological scenario observed has already been reported in other regions of Brazil and
in other countries with similar characteristics. This situation can only be overcome with
frequent actions of entomological surveillance, active search for cases, and the inclusion of
health education content in school materials, with further dissemination of these contents to

the general population.
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SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary Table 1 Descriptive analysis of demographic data of residents of the district of Santo Inacio,
Gentio do Ouro, Bahia, Brazil, in the period 2018 to 2019.

Variables n/112* (%)
Sex

Men 44 (39.29)
Women 68 (60.71)
2 Age

<18 years-old 17 (15.8)
>18<29 years-old 18 (16.07)
>29<45 years-old 23 (20.54)
>45<65 years-old 35 (31.25)
>65 years-old 19 (16.96)
Self-reported race/color

Black 27 (24.11)
Brown 62 (55.36)
Others 21 (18.75)
Do not know 2 (1.79)
Education

®|lliterate and incomplete basic level 39 (34.82)
Complete basic level and incomplete elementary school 24 (21.43)
Complete elementary school and incomplete university graduation 30 (26.79)
Complete university graduation 17 (15.18)
Does not know 2 (1.79)
Do you have a health complaint?

No 66 (58.93)
Yes 46 (41.07)
Did you have a blood transfusion?

No 104 (92.86)
Yes 8 (7.14)
Are you in the habit of eating acai and/or drinking sugarcane juice?

No 87 (77.68)
Yes 25 (22.32)
Do you eat game meat?

No 37 (33.04)
Yes 75 (66.96)
Have you ever been stung by triatomines?

No 57 (50.89)

Yes 41 (36.61)



45

Does not know 14 (12.50)
Do you use mosquito net?

No 18 (16.07)
Yes 94 (83.93)

*Information is missing from one provider and thirteen residents (n = 14), because the questionnaire was not
applied. @ Age ranged from 10 to 96 years-old, with an average of 45 years-old and 85% of respondents over
19 years-old; ® 9% (10/112) of the respondents were illiterate.

Supplementary Table 2 Descriptive and statistical analysis of the demographic and clinical data of 40 dogs
and their association with seropositivity for T. cruzi in the district of Santo Inécio, Gentio do Ouro, Bahia,
Brazil in 2019.
Independent variables n/40 (%) # Frequency (%) PR (95% CI)
Non-fitted Model

Sex

Female 10 (25.00) 1/7 (14.29) 1

Male 30 (75.00) 6/7 (85.71) 0.51 (0.00-39.64)
Age

<5 years-old 29 (72.50) 3/7 (42.86) 1

>5 years-old 10 (25.00) 3/7 (42.86) 3.95 (0.27-57.38)
Does not know 1 (2.50) 1/7 (14.29) -

Breed

Undefined race 38 (95.00) 7/7 (100.00) *

Others 2 (5.00) 0

Is the dog a hunter?

No 34 (85.00) 6/7 (85.71) 1

Yes 6 (15.00) 1/7 (14.29) 0.60 (0.02-16.89)
Is the dog fed with game meat?

No 29 (72.50) 5/7 (71.43) 1

Yes 11 (27.50) 2/7 (28.57) 0.56 (0.03-8.41)
Where does the dog sleep?

Inside house 3(7.50) 0 *
Backyard 37 (92.50) 7/7 (100.00)

Anemic mucous membranes

No 28 (70.00) 5/7 (71.43) 1

Yes 12 (30.00) 2/7 (28.57) 0.68 (0.04-10.12)
Cardiac arrhythmia

No 33 (82.50) 7/7 (100.00) *

Yes 7 (17.50) 0

Crusts on the ears

No 24 (60.00) 4/7 (57.14) 1

Yes 16 (40.00) 3/7 (42.86) 2.99 (0.07-124.86)
Hyperkeratosis of the snout

No 31 (77.50) 6/7 (85.71) 1

Yes 9 (22.50) 1/7 (14.29) 0.51 (0.04-5.97)
Alopecia

No 26 (65.00) 3/7 (42.86) 1

Yes 14 (35.00) 4/7 (57.14) 2.28 (0.24-21.41)
Lymphadenomegaly

No 10 (25.00) 0 *

Yes 30 (75.00) 7/7 (100.00)

Splenomegaly

No 36 (90.00) 6/7 (85.71) 1

Yes 4 (10.00) 1/7 (14.29) 2.56 (0.11-55.33)
Onychogryphosis

No 32 (80.00) 5/7 (71.43) 1

Yes 8 (20.00) 2/7 (28.57) 1.26 (0.08-19.04)

Tick



No 1(2.50)
Yes 39 (97.50)
Outcome variable: Serology for T. cruzi

Negative 33 (82.50)
Positive 7 (17.50)

0
7/7 (100.00)
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*Frequency of seropositive dogs for T. cruzi in relation to independent variables); PR = Prevalence ratios; ClI
= confidence intervals; * Not included in the non-fitted model due to lack of sufficient data to perform the

statistical analysis (p < 0.20).

Supplementary Table 3 Descriptive and statistical analysis of the structural and environmental characteristics
of the 48 households and their association with the rate of triatomine infestation in households in the district
of Santo Inécio, Gentio do Ouro, Bahia, Brazil, in the period 2018 to 2019.

Independent variables n/48 (%)  # Frequency PR (95% CI) PR (95% CI)
(%) Non-fitted Model Fitted Model

Roof tiles

Ceramic 45 (93.75) 6/7 (85.71) 1

Others 3 (6.25) 1/7 (14.29) 29.32 (0.51-1683.04)** Fkk

Walls

Masonry with plaster 42 (87.50) 7/7 (100.00) *

Masonry without plaster 5(10.42) 0

Clay without plaster 1(2.08) 0

Construction debris in the

peridomicile

No 19 (39.58) 4/7 (57.14) 1 1

Yes 29 (60.42) 3/7 (42.86) 0.11 (0.01-1.24)** 0.18 (0.02-1.39)

Piles of tiles and bricks in the

peridomicile

No 6 (12.50) 1/7 (14.29) 1

Yes 42 (87.50) 6/7 (85.71) 1.91 (0.10-33.41)

Garbage accumulation

No 26 (54.17) 2/7 (28.57) 1 1

Yes 22 (45.83) 5/7 (71.43) 28.98 (1.21-694.11)** 6.49 (0.81-51.65)

Annexes for domestic animals

No 38 (79.17) 6/7 (85.71) *

Yes 10 (20.83) 1/7 (14.29)

Presence of dogs

No 25 (52.08) 2/7 (28.57) 1 1

Yes 23 (47.92) 5/7 (71.43) 4.66 (0.49-44.30) ** 4.62 (0.63-33.39)

Presence of cats

No 41 (85.42) 6/7 (85.71) 1

Yes 7 (14.58) 1/7 (14.29) 1.55 (0.09-25.14)

Presence of chickens

No 37 (77.08) 5/7 (71.43) 1

Yes 11 (22.92) 2/7 (28.57) 4.58 (0.38-54.21)

Outcome variable: Households

with triatomine capture

No 41 (85.42)

Yes 7 (14.58)

#Frequency of triatomine infestation rate in households in relation to independent variables; PR = Prevalence
ratios; Cl = confidence intervals; * Not included in the non-fitted model due to lack of sufficient data and/or
collinear variable with other variables to perform the analysis; ** Criterion used in the non-fitted model was
p-value <0.20; *** Removed from the fitted model as it is a confounding variable that modifies the effect of

the other variables; The criterion for maintaining the variables in the fitted model was p<0.05.
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CAPITULO 2 — Mamiferos silvestres envolvidos na transmissdo de Trypanosoma cruzi e
as fontes alimentares de Triatoma sherlocki (Papa et al., 2002) em uma regido endémica do

Nordeste do Brasil*

RESUMO - Apesar do numero reduzido de surtos da doenca de Chagas (DC) na ultima
década, ciclos silvestres de transmissdo de Trypanosoma cruzi representam um risco de
reemergéncia da doenca de Chagas (DC) em regides em que triatomineos silvestres invadem
domicilios. O presente estudo, realizado no municipio de Gentio do Ouro, Bahia, objetivou
avaliar quais mamiferos silvestres podem estar envolvidos na transmissédo de T. cruzi e quais
as fontes sanguineas de alimentacéo dos triatomineos coletados na area de estudo. A anélise
por PCR de 31 mamiferos silvestres capturados revelou a infec¢do por T. cruzi em 6,4%
(2/31): um espécime de Didelphis albiventris (1/3) e um de Kerodon rupestris (1/5), apesar
de mais frequente na area, nenhum espécime de Thrichomys sp. (0/23) estava infectado. Um
total de 169 triatomineos foram capturados (152 no ambiente silvestre e 17 no doméstico):
Triatoma sherlocki (n = 164), Triatoma sordida (n = 4) e Panstrongylus sherlocki sn
Panstrongylus lutzi (n = 1). A deteccao conclusiva das fontes alimentares foi possivel apenas
para T. sherlocki (n = 56), sendo evidenciado: K. rupestris [35,7% (20/56)], Gallus gallus
[17,9% (10/56)], D. albiventris [14,3% (8/56)], Homo sapiens [14,3% (8/56)], Tropidurus
hispidus [7,1% (4/56)], Leopardus geoffroyi [5,3% (3/56)], Conepatus semistriatus [1,8%
(1/56)], Thrichomys inermis [1,8% (1/56)] e Rattus norvegicus [1,8% (1/56)]. O ecletismo
alimentar de T. sherlocki demonstrado, incluindo humanos, bem como sua detec¢do também
nos domicilios, torna esse triatomineo um potencial elo de transmissao de T. cruzi entre 0s
ambientes silvestre e doméstico, evidenciando um risco latente de reemergéncia de surtos de

DC na regido estudada.

PALAVRAS-CHAVE: Didelphis albiventris; Kerodon rupestris; Thrichomys sp.;

triatomineos; ciclo silvestre.
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comprovante de submissdo do artigo do Capitulo 2
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ABSTRACT — Despite the reduced number of outbreaks of Chagas disease (CD) in the last
decade, sylvatic transmission cycles of Trypanosoma cruzi represent a risk of re-emergence
of the disease in regions where wild triatomines invade households. The present study,
carried out in the municipality of Gentio do Ouro, Bahia, aimed to evaluate which wild
mammals may be involved in the transmission of T. cruzi and which are the blood sources
of food for triatomines collected in the study area. PCR analysis of 31 wild mammals
captured revealed T. cruzi infection in 6.4% (2/31): one specimen of Didelphis albiventris
(1/3) and one of Kerodon rupestris (1/5), despite being more frequent in the area, none
specimen of Thrichomys sp. (0/23) was infected. A total of 169 triatomines were captured
(152 in a wild environment and 17 in a domestic environment): Triatoma sherlocki (n =
164), Triatoma sordida (n = 4) and Panstrongylus sherlocki sn Panstrongylus lutzi (n = 1).
The conclusive detection of food sources was possible only for T. sherlocki (n = 56), with
evidence for: K. rupestris [35.7% (20/56)], Gallus gallus [17.9% (10/56)], D. albiventris
[14.3% (8/56)], Homo sapiens [14.3% (8/56)], Tropidurus hispidus [7.1% (4/56)],
Leopardus geoffroyi [5.3% (3/56)], Conepatus semistriatus [1.8% (1/56)], Thrichomys
inermis [1.8% (1/56)] and Rattus norvegicus [1.8% (1/56)]. The food eclecticism of T.
sherlocki demonstrated, including humans, as well as its detection also in households, makes
this triatomine a potential link for the transmission of T. cruzi between wild and domestic
environments, highlighting a latent risk of the reemergence of CD outbreaks in the region
studied.

KEYWORDS: Didelphis albiventris; Kerodon rupestris; Thrichomys sp.; triatomine;
sylvatic cycle.

1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) é causada por Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae), protozoario que infecta mamiferos silvestres (Nantes et al., 2019;
Nichols et al., 2019), animais domésticos (Bezerra et al., 2014; Cantillo-Barraza et al., 2015)
e humanos (Lima et al., 2012; Sangenis et al., 2015). A presenca endémica de T. cruzi em

uma regido € viabilizada por ciclos silvestres de transmissdo do protozoario, envolvendo
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diversas espécies de triatomineos e animais silvestres (Bezerra et al., 2014; Lima et al.,
2012).

No mundo foram descritas 158 espécies de triatomineos, das quais 66 ocorrem no
Brasil (Alevi et al., 2021; Costa et al., 2021; Gil-Santana et al., 2022), e dessas 26 foram
registradas no Estado da Bahia (Sousa et al., 2020), onde se destacam as espécies dos géneros
Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, todos de importancia epidemiologica pelo
envolvimento no ciclo de transmissdo vetorial de T. cruzi (Aradjo-Neto, et al., 2019; Lima
et al., 2012; Sangenis et al., 2015). Os triatomineos do complexo Triatoma brasiliensis s&o
0s mais importantes vetores da DC no semiarido nordestino (Dale et al., 2018). Fazem parte
deste complexo de triatomineos duas subespécies (T. b. brasiliensis Neiva, 1911 e T. b.
macromelasoma Galvéo, 1956) e seis espécies (T. bahiensis Sherlock & Serafim, 1967, T.
juazeirensis Costa & Felix, 2007, T. lenti Sherlock & Serafim, 1967, T. melanica Neiva &
Lent, 1941, T. petrocchiae Pinto & Barreto, 1925, e T. sherlocki Papa et al., 2002).
Espécimes de T. b. brasiliensis provavelmente estiveram envolvidos no recente surto da DC
no Estado do Rio Grande do Norte (Vargas et al., 2018; Monsalve-Lara et al., 2021).

Entre os membros do complexo T. brasiliensis, a espécie T. sherlocki é a mais
diferenciada devido suas pernas mais longas e condicdo braquiptera, asas curtas que
impossibilitam 0 voo mesmo quando submetidas a inanicdo (Almeida et al., 2012). Essas
caracteristicas morfoldgicas, combinadas com tonalidade avermelhada semicirculares no
conexivo e nas pernas (Dale et al., 2018) diferenciam espécimes adultas de T. sherlocki de
outras espécies de triatomineos do mesmo complexo. Trata-se de uma espécie endémica de
uma regido do municipio de Gentio do Ouro, Bahia, Brasil, sendo ainda pouco estudada em
sua ecologia e habito alimentar. Estudos vem sendo conduzidos para esta espécie de
triatomineo, que teve caracterizado: o ciclo de vida e potencial vetorial (Lima-Neiva et al.,
2017); a morfologia das suas ninfas (Rosseto et al., 2021); as cepas isoladas de T. cruzi
(Kunii et al., 2022); e os genotipos Tcl e Tcll de T. cruzi (Waniek et al., 2020). Além disso,
sabe-se que esta espécie apresenta alta frequéncia de infeccao por T. cruzi e capacidade de
invadir domicilios (Almeida et al., 2009; Ribeiro et al., 2019), inclusive foi encontrado
espécime de T. sherlocki infectado pelo protozoario em ambiente doméstico na area do

presente estudo (Santos et al., 2022).
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Diversas espéecies de animais silvestres e domésticos servem de fonte alimentar para
os triatomineos (Bezerra et al., 2018; Hernandez et al., 2016). No entanto, nem todas
participam do ciclo de transmissdo de T. cruzi, a exemplo de algumas espécies de aves e
répteis conhecidos como refratarios ao protozoario (Botto-Mahan et al., 2022; Daflon-
Teixeira et al., 2019; Flores-Ferrer et al., 2019; Martinez-Hernandez et al., 2022). Sabe-se
que animais refratarios podem contribuir, como fonte de alimentacdo, para manutencéo de
populacdes de triatomineos, oportunizando a colonizacgdo intra e peridomiciliar, elevando o
risco de exposi¢cdo de humanos ao T. cruzi (Cantillo-Barraza et al., 2015). Para compreender
a dindmica entre os ciclos de transmissdo de T. cruzi em ambiente doméstico e silvestre de
determinada regido, é necessario analisar a biodiversidade de animais utilizados na
alimentacdo sanguinea pelos triatomineos, bem como o possivel papel desses animais como
hospedeiros/reservatorios de T. cruzi. Diante disso, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar,
em uma area endémica para o protozoario no Nordeste do Brasil, quais mamiferos silvestres
podem estar envolvidos na transmissdo de T. cruzi e identificar as fontes alimentares de

sangue utilizadas pelos triatomineos.

2. MATERIAS E METODOS

2.1. Area estudada

O estudo foi realizado no distrito de Santo Inédcio (11°11'08.1"”S 42°72'09.2"'W),
pertencente ao municipio de Gentio do Ouro, Bahia, Brasil. O distrito conta com cerca de
255 habitantes, e esta inserido no bioma Caatinga, com vegetacdo formada por pequenos
arbustos retorcidos e cactéceas, tipico do clima semiarido, com chuvas concentradas nos
meses de setembro a margo, com precipitacdo anual de ~750mm e temperatura média de
25°C (SEI, 2018). A presenca de pequenos riachos e pinturas rupestres nos afloramentos

rochosos torna o distrito uma atracao turistica na regido.
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As coletas foram realizadas no periodo de novembro de 2018 a fevereiro de 2019. A
area de estudo foi dividida em: i) ambiente silvestre, com a presenca de afloramentos
rochosos, nos quais, em alguns locais, havia a presenca de excrementos (fezes e urina) de
mamiferos silvestres e ii) ambiente doméstico, com a presenca de domicilios, alguns com
instalacfes para animais domésticos no peridomicilio (exemplo galinheiro e aprisco para
ovelhas). O ambiente silvestre foi dividido em quadrantes para captura de animais silvestres
e triatomineos (Figura 1), com divisdo espacial que permitisse uma distribuicdo equanime

da area e considerasse limites geograficos (riachos e estradas).
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Figura 1. Sede do distrito de Santo Inacio, Gentio do Ouro, Bahia, Brasil, destacando os quadrantes (Q1, Q2,
Q3 e Q4) onde ocorreram as capturas de animais silvestres e triatomineos. Fonte: Google Earth®.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Escola de
Medicina Veterinaria e Zootécnica da Universidade Federal da Bahia (UFBA protocolo
75/2017) e autorizado pela Agéncia Ambiental Brasileira (IBAMA/SISBIO, protocolo
61011-2).
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2.2. Captura e coleta de sangue de mamiferos silvestres

Cerca de 13 armadilhas do modelo tomahawk (44cm x 16cm x 16cm e 76cm x 36¢cm
x 36cm) foram instaladas com 5 a 10 metros de distancia uma da outra em cada um dos
quadrantes. As armadilhas foram dispostas, durante dois dias seguidos em cada quadrante,
sempre no final da tarde e verificadas nas primeiras horas da manha. Como isca foi utilizado
uma pasta composta por manga, sardinha e fuba de milho. A distancia média entre os locais
da instalacdo das armadilhas e o ambiente doméstico foi de 500m. As capturas em cada um
dos quadrantes foram realizadas em periodos distintos de visitas da equipe a campo. A
escolha dos locais para a instalacdo das armadilhas levou em consideracgéo as indicacoes de
visualizacao de animais silvestres feita pelos moradores do distrito. O sucesso da captura foi
definido pelo numero total de animais capturados nas noites de exposicdo das armadilhas,

dividido pelo nimero total de armadilhas usadas no periodo do estudo.

Os animais capturados foram submetidos a contengdo quimica com ketamina (10-
15mg/kg) e midazolam (1-2mg/kg) por via intramuscular, de acordo com as respectivas
massas corporais. As espécies foram identificadas e dados sobre sexo, idade e massa
corporal, bem como dados clinicos (escore corporal, cloracdo e hidratagdo das mucosas)
foram registrados. O escore corporal foi definido com base na cobertura de gordura corporal,
saliéncia Ossea e perda de massa muscular. Os animais capturados tiveram uma marca
tatuada para evitar a recaptura. As vias de coleta de amostras de sangue total variaram de
acordo com a espécie capturada (veia femoral, caudal e safena lateral). As coletas foram
realizadas em condi¢6es assépticas, com tubos contendo EDTA, ndo ultrapassando o volume
equivalente a 1% da massa corporal do animal. As amostras de sangue foram imediatamente
refrigeradas e transportadas para o laboratorio do Centro Multidisciplinar do Campus de
Barra da Universidade Federal do Oeste da Bahia (CMB/UFOB), sendo estocadas a -20°C.
Os animais silvestres foram soltos no local em que foram capturados, apos cessar os efeitos

da sedacéo.
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2.3. Deteccéo de T. cruzi em mamiferos silvestres

Para extracdo do DNA das amostras de sangue dos animais silvestres foi utilizado
o kit comercial (PureLink Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen®, CA, USA) seguindo as
recomendac0es do fabricante, sendo o DNA eluido em 20 pl final. A concentracdo do DNA
de todas as amostras foi determinada em espectrofotdmetro NanoDrop™ (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA), apresentando aproximadamente 50 ng/pl. O DNA foi estocado a -

80°C até o momento do uso.

A PCR convencional visou amplificar 188pb de uma regido microssatélite de DNA
nuclear de T. cruzi. Foram utilizados os primers TCZ1 (5'-CGA GCT CTT GCC CAC ACG
GGT GCT-3") e TCZ2 (5'-CCT CCA AGC AGC GGA TAG TTC AGG-3'), especificos para
diagnostico de T. cruzi, sendo possivel detectar um Unico parasito em uma amostra de
sangue, em infeccdes cronicas e agudas (Kirchhoff et al., 1996; Nichols et al., 2019), além
de detectar todas as cepas de T. cruzi. As reacOes de PCR foram realizadas em volume final
de 20 pL, utilizando tampao 1x (Invitrogen®, CA, USA), 1x do Q-Solution (Qiagen®, Hilden,
Germany), 0,5 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 uM de cada primer, 1,0 U de Taq Hot
Start (Qiagen®, Hilden, Germany), 1 ul de DNA gendmico (50 ng) e agua livre de DNase.
A reacdo de PCR foi realizada em termociclador Applied Biosystems (Model 2720; Thermo
Fisher Scientific, MA, USA), com a termociclagem de 94 °C por 5 min, seguida de 40 ciclos
de 94 °C por 20 seg, 59 °C por 30 seg e 72 °C por 30 seg, com uma extensao final de 72 °C

por 5 min.

Os produtos da PCR foram corados com Sybr Gold® (Thermo Fisher Scientific, MA,
USA) e submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5%, em tampéo Tris borato
EDTA (TBE), juntamente com o marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen®, CA,
USA). Os resultados foram visualizados em transiluminador de luz UV e fotografados com
0 Fotodocumentador Transilluminador UV - L.Pix (Loccus Biotecnology, SP, Brazil). O
controle positivo foi uma amostra de triatomineo positiva para T. cruzi previamente
sequenciada e com 99% de identidade com sequéncia depositada no GenBank (CP015671.1)
e para o controle negativo foi utilizada agua ultrapura. Os produtos da PCR foram
purificados com polietilenoglicol (PEG800) e quantificados por nanofotometria
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(NanoDrop™, Thermo Fisher Scientific, MA, USA), sendo encaminhados para o servi¢o
particular de sequenciamento bidirecional de DNA (Sanger et al., 1977) no Instituto Gongalo
Moniz (IGM/Fiocruz-BA).

2.4. Triatomineos

A captura dos triatomineos em ambiente doméstico ocorreu durante o dia com uso
de luvas e pingas, além de lanternas quando necessario. A busca de triatomineos foi realizada
em todos os comodos de cada domicilio, sempre no sentido horério, vistoriando sob o0s
colchdes, atras de mdveis e em frestas que poderiam abrigar os vetores. No peridomicilio, a
busca abrangeu os abrigos de animais domésticos, a exemplo de galinheiro, aprisco para
ovelha, bem como, pilhas de telhas/tijolos, cercas de madeira e locais com acumulo de lixo.
Foram incluidos neste estudo também os triatomineos capturados nos domicilios pelos
moradores do distrito. Os triatomineos capturados foram acondicionados em tubos plésticos

com tampa, possibilitando aeracdo e contendo papel filtro (Galvéo, 2014).

No ambiente silvestre, a captura manual dos triatomineos ocorreu ao entardecer, nas
superficies e fissuras dos afloramentos rochosos, buracos em tronco de &rvores e tocas de
animais silvestres. Foram incluidos neste estudo também os triatomineos capturados durante
o dia no momento da captura de mamiferos silvestres. Os triatomineos foram identificados
com data e local da captura. Os espécimes coletados foram encaminhados ao Laboratério do
CMB/UFOB para identificagcdo taxondmica por microscopia Optica dos caracteres da cabeca,
torax e abdome, de acordo com Galvdo (2014) e Dale et al. (2018). Os insetos foram

classificados em ninfas, machos e fémeas.
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2.5. Determinac&o da fonte alimentar dos triatomineos

Para a extracdo do DNA foi utilizado o intestino de cada triatomineo, usando o
protocolo DNAzol (DNAzol; Gibco BRL/Life Technologies, Gaithersburg, MD, EUA)
(Ribeiro et al., 2019), sendo o DNA eluido em 50 ul final. A concentracdo do DNA de todas
as amostras foi determinada em espectrofotdmetro NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific,
MA, USA), apresentando aproximadamente 100 ng/ul, sendo estocados a -80 °C até o

momento do uso.

A PCR visou amplificar um fragmento do gene mitocondrial do citocromo b (Cytb)
de vertebrados, produzindo amplicon com mais de 350pb, usando o par de primers L14841
(5-AAA AAG CTT CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA-3") e H15149 (5-
AAA CTG CAG CCC CTC AGA ATG ATATTT GTC CTC A-3") (Kocher et al., 1989;
Lilioso et al., 2020). As reac¢des de PCR foram realizadas em volume final de 25 pL, com
tamp&o 1x (Invitrogen®, CA, USA), 1,2 mM de MgCls, 0,2 mM de dNTPs, 0,12 uM de cada
primer, 1,5U de Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen®, CA, USA), 1 pl de DNA
genémico (50ng de DNA) e agua livre de DNase. A reacdo foi realizada em termociclador
Applied Biosystems (Model 2720; Thermo Fisher Scientific, MA, USA), com a
programacéo de 94°C por 4 min, seguida de 47 ciclos de 92°C por 45 seg, 54°C por 30 seg
e 72°C por 90 seg, com uma extensao final de 72°C por 10 min.

As amostras positivas foram purificadas e os produtos de PCR (amplicons) que
apresentaram a concentracdo de DNA acima de 40 ng foram encaminhados para prestacao
de servigo particular de sequenciamento bidirecional de DNA (Sanger et al., 1977), no
Instituto Gongalo Moniz (IGM/Fiocruz-BA).

Os eletroferogramas das sequéncias forward e reverse de cada amostra foram
analisados, utilizando o pacote Staden (Bonfield et al., 1995) e as que apresentavam
consenso entre si tiveram sua identidade confirmada por comparacdo com sequéncias
depositadas no GenBank pelo NCBI - BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch
&LINK LOC=blasthome). Selecionamos apenas resultados de sequéncias com valores de

identidade e cobertura >90%. A espécie de vertebrado correspondente a identidade mais alta


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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foi considerada a fonte alimentar para os triatomineos examinados. Com exce¢do do
sequenciamento de DNA, todas analises do presente estudo foram realizadas no Laboratério
de Biologia Celular e Molecular (LBCM) do Hospital de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal da Bahia (UFBA).

2.6. Andlise dos dados

Os dados obtidos dos animais silvestres e triatomineos capturados, bem como das
fontes alimentares de triatomineos detectadas foram tabulados em planilhas (Excel® 2010) e

avaliados descritivamente na forma de frequéncia absoluta e porcentagem.

3. RESULTADOS

3.1. Anélise dos mamiferos silvestres

O sucesso da captura dos animais silvestres foi de 29,2% (31/106), visto que de 106
armadilhas distribuidas em oito noites, foram capturados 31 mamiferos silvestres. Desses,
74,2% (23/31) foram roedores da espécie Thrichomys sp., 16,1% (5/31) roedores Kerodon
rupestris e 9,7% (3/31) marsupiais Didelphis albiventris. Todos os animais capturados
apresentaram-se higidos e sem lesGes aparentes. Demais caracteristicas dos animais
silvestres sdo apresentadas na Tabela 1. Foi detectado e confirmado por sequenciamento
DNA de T. cruzi em uma fémea jovem da espécie D. albiventris, capturada no quadrante 4
(Q4) e em uma fémea adulta da espécie K. rupestris, capturada no quadrante 3 (Q3). Nenhum

espécime de Thrichomys sp. estava infectado pelo protozoario.
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Tabela 1 Caracteristicas de 31 animais silvestres pertencentes as espécies Thrichomys sp., Kerodon rupestris e Didelphis albiventris capturados no ambiente silvestre
do distrito de Santo Inécio, Gentio do Ouro, Bahia, Brasil, no periodo de novembro de 2018 a fevereiro de 2019.

Variaveis Espécies (nome comum) Total N (%)
Thrichomys sp. Kerodon rupestris Didelphis albiventris
(rabudo) (moco) (gamba)

Ambiente silvestre
Quadrante 1 4 0 0 4(12,9)
Quadrante 2 10 3 0 13 (41,9)
Quadrante 3 1 2 12 (38,7)
Quadrante 4 1 1 2 (6,5)
Sexo
Fémea 9 5 3 17 (54,8)
Macho 14 0 0 14 (45,2)
Idade
Adulto 21 5 0 26 (83,9)
Jovem 2 0 3 5 (16,1)
@Massa corporal (g) 210 (90-350) 870 (790-940) 100 (90-450)
Escore corporal
Ideal 22 5 3 30 (96,8)
Magro 1 0 0 1(3,2)
Resultado/T. cruzi
Positivo 0 1 1 2 (6,5)
Negativo 23 4 2 29 (93,5)

Total 23 5 3 31 (100)

2 Mediana (valor minimo — valor maximo da massa corporal).
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3.2. Andlise dos triatomineos

Na area de estudo, foram capturados 169 triatomineos. Desses, 14 eram de uma
mesma colbnia e 155 foram capturados individualmente em diversos locais. A espécie
Triatoma sherlocki foi a mais frequente (n = 164), seguida das espécies Triatoma sordida
(Stal, 1859) (n = 4) e Panstrongylus sherlocki sn Panstrongylus lutzi (Jurberg, Carcavallo

e Lent, 2001) (n = 1). As caracteristicas dos triatomineos sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 Caracteristicas de 169 triatomineos capturados no distrito de Santo Incio, Gentio do Ouro, Bahia,
Brasil, no periodo de novembro de 2018 a fevereiro de 2019.

Variaveis Espécies Total N (%)

Panstrongylus sherlocki
sn Panstrongylus lutzi

Triatoma sherlocki ~ Triatoma sordida

Ambiente

Silvestre?

Quadrante 1 66 0 0 66 (39,0)
Quadrante 2 50 0 0 50 (29,6)
Quadrante 3 18 0 0 18 (10,7)
Quadrante 4 18 0 0 18 (10,7)
Doméstico

Domicilios 12° 4° 1 17 (10,0)
Fase de vida

Ninfa 111 2 0 113 (66,8)
Fémea 27 1 0 28 (16,6)
Macho 26 1 1 28 (16,6)
Total 164 4 1 169 (100)

3Sete (7) espécimes de T. sherlocki foram capturados pela manha (até as 9h); °Seis espécimes de T. sherlocki
foram capturados nos domicilios pelos moradores do distrito; ‘(Um espécime de T. sordida foi capturado no
domicilio por morador.

Fragmentos de DNA de sangue ingerido por 108 triatomineos [63,9% (108/169)]
foram amplificados (~350 pb, correspondendo ao DNA do Cytb). Desses, 84 (77,8%)
apresentaram adequada concentracdo de DNA e foram entdo submetidos ao
sequenciamento de DNA para confirmacdo da espécie animal. Um total de 56 amostras
[66,7% (56/84)] sequenciadas apresentaram consenso de 350-382pb (média = 372pb) e
foram comparadas com sequéncias de DNA depositadas no GenBank para confirmacao
da espécie animal (Arquivo suplementar 1). Todas as 56 determinages de fonte alimentar
foram oriundas da espécie T. sherlocki e distribuidas em trés classes: mamiferos, aves e
répteis (Tabela 3).
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No ambiente silvestre, espécimes de T. sherlocki foram capturados
excepcionalmente durante o dia (até as 9h) tentando se alimentar em um espécime de K.
rupestris capturado (Arquivo suplementar 2) e em um humano (Figura 2.A e 2.B).
Durante a captura dos animais silvestres nossa equipe presenciou a caca de K. rupestris
por um morador nos afloramentos rochosos (Figura 2.C).

Figura 2. Ambiente silvestre do distrito de Santo Inacio, Gentio do Ouro, Bahia, Brasil. (A)
Comportamento diurno da ninfa de Triatoma sherlocki. (B) Tentativa de repasto sanguineo em humano por
uma ninfa de T. sherlocki. (C) Exposi¢do humana aos triatomineos durante atividade de caca: abate de um
espécime de Kerodon rupestris por um morador da area do estudo. Fonte: arquivo pessoal.
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Tabela 3 Fonte alimentar de sangue de 56 triatomineos da espécie T. sherlocki, capturados em ambiente silvestre e doméstico do distrito de Santo Inacio, Gentio do
Ouro, Bahia, Brasil, no periodo de novembro de 2018 a fevereiro de 2019.

GenBank ID Ambiente
Classe Familia Espécie Nome comum de outros Identidade (%)  Cobertura (%0) . - Total N (%)
estudos Silvestre (n)  Domeéstico (n)
Mamifero Caviidae Kerodon rupestris moco GU136722.1 91-96 93 - 100 20 0 20 (35,7)
. . . . . . . JF280985.1/

Didelphidae  Didelphis albiventris gamba MT892661 1 98 - 99 93-94 82 0 8 (14,3)

Mephitidae Conepatus semistriatus  jeritataca KM047808.1 98 97 1 0 1(1,8)

Echimyidae ~ Thrichomys inermis rabudo JX459887.1 93 94 1 0 1(1,8)

Felidae Leopardus geoffroyi gato do mato KP202292.1 95 94 -96 3 0 3(5,3)

Muridae Rattus norvegicus rato marrom KY986748.1 99 96 0 1 1(1,8)

Hominidae Homo sapiens humano KX697544.1 98 - 100 93 -100 5 3 8 (14,3)

Ave Phasianidae  Gallus gallus galinha MN148736.1 99 - 100 94 - 100 9 1 10 (17,9)
Réptil Tropiduridae  Tropidurus hispidus lagarto KU245065.1 93-95 93 -100 4 0 4(7,1)
Total 51 5 56 (100)

aSete (7) triatomineos pertenciam a uma mesma coldnia (7/14) e estavam com o abdémen distendidos (ingurgitados).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Caviidae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Echimyidae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Felidae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Muridae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Phasianidae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tropiduridae
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4. DISCUSSAO

Percebe-se claramente que nem sempre ha uma delimitacdo entre os ambientes
doméstico e silvestre no local estudado, podendo ser observado agrupamentos de rochas nos
quintais, bem como afloramentos rochosos nas proximidades dos domicilios (Santos et al.,
2022), ambiente que proporciona abrigo para mamiferos silvestres a exemplo de K. rupestris
(mocd), principal alvo da caca praticada pela populacdo local (Figura 2.C). Nesse mesmo
ambiente é comum a invasdo de triatomineos em domicilios (Almeida et al., 2009; Santos et
al., 2022), o que torna possivel a transmissao de T. cruzi para animais domésticos e humanos,
devido a alta frequéncia de infec¢do por esse protozoario nos triatomineos (Almeida et al., 2009,
Ribeiro et al., 2019). No entanto, as espécies animais passiveis de contribuirem para a
manutencdo de T. cruzi e as fontes alimentares acessadas pelos triatomineos sdo desconhecidas
na regido. O presente estudo registrou infeccdo por T. cruzi em D. albiventris e K. rupestris,
além de encontrar uma ampla diversidade de espécies animais servindo de fonte sanguinea para
a alimentacdo dos espécimes de T. sherlocki capturados, o que contribui para o maior
entendimento da dindmica de circulacdo do protozoario e manutencdo de populagdes de

triatomineos no Nordeste do Brasil.

Das trés espécies de animais silvestres capturadas apenas duas apresentaram resultado
positivo para T. cruzi por PCR, um espécime de D. albiventris e um espécime de K. rupestris.
A espécie Thrichomys sp. [ provavelmente T. inermis (Nascimento et al., 2013)], apesar de ter
sido capturada em maior nimero ndo foi positiva para o protozoario. D. albiventris é um
reservatorio conhecido de T. cruzi (Herrera et al., 2005), desempenhando um importante papel
no ciclo de transmissdo do protozoario, uma vez que transita entre os ambientes silvestre e
domeéstico, sendo considerada uma espécie sinantropica (Nantes et al., 2019). A frequéncia de
infeccdo de T. cruzi para D. albiventris (33,3%) foi considerada alta e esta de acordo com
estudos anteriores que relatam a ocorréncia de T. cruzi na espécie, variando de 9% a 100%
dependendo da regido amostrada (Drozino et al. 2019; Herrera et al., 2005; Jansen et al., 2015;
Jansen et al. 2018; Nantes et al., 2019). A literatura consultada néo relata infeccéo natural por
T. cruzi em K. rupestris (Bezerra et al., 2014; Jansen et al., 2018), sendo este estudo pioneiro
ao detectar infeccdo em 20% dos espécimes coletados dessa espécie de roedor, tornando-o

objeto de futuras pesquisas para definir sua importancia na epidemiologia da DC.
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A negatividade de Thrichomys sp. para T. cruzi pode ser atribuida ao namero reduzido
de espécimes capturados, quando comparado a estudos anteriores realizados no semiarido, que
relatam a ocorréncia de infeccdo natural por T. cruzi em espécies desse género com um nimero
maior de individuos capturados (Herrera et al., 2005; Jansen et al., 2015; Jansen et al., 2018;
Xavier et al. 2007). Entretanto, estudo realizado por Bezerra et al. (2014) no Estado do Ceara,
Nordeste do Brasil, ndo detectou T. cruzi em espécies do género Thrichomys, mesmo sendo
esse animal o mais abundante nas capturas. Assim, corroborando com estes estudos,
consideramos que o género Thrichomys seja susceptivel a infeccdo por T. cruzi. No entanto,

apresenta baixa importancia no ciclo de transmissdo do protozoario na regido estudada.

Os triatomineos da espécie T. sherlocki analisados se alimentavam de mamiferos, aves
e répteis, totalizando nove diferentes espécies de vertebrados, evidenciando o ecletismo
alimentar desse triatomineo. Esta diversidade alimentar, assim como a encontrada na espécie
T. brasiliensis que é considerada domiciliada no Nordeste brasileiro (Lilioso et al., 2020; Lima-
Neiva et al., 2021), pode conduzir a uma futura domiciliacdo também de T. sherlocki, ja que
essas duas espécies pertencem ao mesmo complexo. Outros estudos apontam para ampla
diversidade de fontes alimentares de triatomineos domésticos e silvestres, incluindo humano,
galinha, cdo, vaca, cabra, roedor, gamba, morcego e tatu (Hernandez et al., 2016; Ocafia-
Mayorga et al., 2021). Estas descobertas refletem a intrusdo de triatomineos silvestres em
domicilios e sua adaptacdo as fontes alimentares de sangue disponiveis nesse novo ambiente
(Hernéndez et al., 2016; Lilioso et al., 2020; Ocafia-Mayorga et al., 2021).

Kerodon rupestris foi a principal fonte alimentar de sangue dos triatomineos capturados
no ambiente silvestre. No Estado do Rio Grande do Norte, também na regido Nordeste do
Brasil, K. rupestris igualmente é uma das principais fontes de alimentacdo de triatomineos
capturados em ambientes doméstico e silvestre de areas preservadas e em processo de
desertificacdo, com o agravante desses triatomineos apresentarem altas taxas de infec¢do por T.
cruzi, o que reforca o possivel papel desse roedor como reservatorio do protozoario (Almeida
etal., 2016; Lilioso et al., 2020; Lima-Neiva et al., 2021). Inclusive, Lilioso et al. (2020) foram
0s primeiros a comprovar estreita associa¢do de roedores da familia Caviidae (70%; 127/181)
[principalmente G. spixii (64%; 116/181), mas também K. rupestres (6%; 11/181)] servindo
como fonte alimentar dos triatomineos da espécie T. brasiliensis, capturados principalmente em
ambientes peridomiciliares (66%; 84/127) e os mesmos estavam infectados por T. cruzi. Os
autores relatam que uma populacao de triatomineos (colonia MV188P) capturada em uma pilha

de lenha do peridomicilio estava 100% infectada pelo protozoario e se alimentava
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exclusivamente dos roedores cavideos (Lilioso et al., 2020). No presente estudo capturamos
somente cinco espécimes de K. rupestris, porém o fato de um deles estar positivo para T. cruzi
e, no decorrer das atividades de campo, ser encontrado um espécime adulto de T. sherlocki
durante o dia na armadilha de um K. rupestris capturado, confirma a interagéo vetor-hospedeiro
(Arquivo suplementar 2). Galea spixii também é um roedor considerado potencial reservatorio
para T. cruzi e fonte alimentar de triatomineos no semiarido (Almeida et al., 2016; Lima-Neiva
et al., 2021), com a possibilidade de se tornar sinantropico, ja que triatomineos capturados em
ambiente doméstico estavam alimentados com essa espécie de roedor (Lilioso et al., 2020).
Entretanto, neste estudo espécime de G. spixii ndo foi capturado e nem detectado como fonte

alimentar de T. sherlocki, provavelmente por ter menor ocorréncia na area estudada.

A generalizagdo de aves e répteis como refratarios para T. cruzi ndo é mais valida,
porque foi detectado DNA do protozoario em varios 6rgdos do corpo de uma coruja da espécie
Tyto furcata (Martinez-Hernandez et al., 2022) e de quatro espécies de lagartos (Microlophus
atacamensis, Liolaemus platei, Liolaemus fuscus e Garthia gaudichaudii), inclusive a espécie
Liolaemus platei foi capaz de transmitir T. cruzi para 96,43% dos triatomineos durante
xenodiagndstico (Botto-Mahan et al., 2022). No presente estudo foi possivel detectar 25%
(14/56) dos triatomineos alimentados com sangue de G. gallus e de T. hispidus. No distrito de
Santo Inacio a criacdo de G. gallus é a mais frequente quando comparada com a de outros
animais domésticos e alguns moradores criam as galinhas de forma extensiva (Santos et al.,
2022), o que facilita o acesso dos triatomineos a essas aves, corroborando o fato dessa espécie
ser a segunda maior fonte alimentar de sangue observada no estudo. O réptil da espécie T.
hispidus ocorre nos domicilios e no ambiente silvestre a exemplo dos afloramentos rochosos,
constituindo uma fonte alimentar alternativa para T. sherlocki em ambos os ambientes. Outros
estudos realizados no semiarido também demonstraram espécies de lagartos servindo com fonte
alimentar alternativa de triatomineos, a exemplo de Mabuya sp. (Almeida et al., 2016),
Phyllopezus pollicaris (Bezerra et al., 2018) e Tropidurus semitaeniatus, T. hispidus,
Tupinambis merianae e P. periosus (Lilioso et al., 2020). Estes estudos mostram a necessidade
de investigar quais as especies de aves e répteis podem se infectar com o protozoario, bem como
se esses animais sdo importantes para a disseminacgéo, transmissao e manutencdo de T. cruzi

em determinada regiéo.

Didelphis albiventris representou a terceira fonte alimentar silvestre mais importante
para os triatomineos capturados, sendo que dos triatomineos alimentados por D. albiventris,

sete espécimes pertenciam a uma mesma colénia, capturada em uma toca entre as paredes dos
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afloramentos rochosos. Apesar de obtermos somente trés espécimes de D. albiventris durante
esforco de captura, o fato de uma delas estar positiva para T. cruzi associado ao possivel
compartilhamento de tocas entre essas espécies, nos leva a considerar D. albiventris como
importante na manutencdo de T. cruzi no ambiente silvestre e, por consequéncia, na
epidemiologia da DC para a regido. Estudo realizado por Hernandez et al. (2016) na Colémbia
mostrou uma alta ocorréncia de triatomineos silvestres invasivos em ambiente doméstico, com
associacao significativa entre fonte alimentar de sangue de Didelphis sp. e infeccdo por T. cruzi,
reafirmando o potencial papel do género Didelphis como reservatério do protozoario e elo entre

os ciclos silvestre e doméstico.

Neste estudo, a deteccdo da fonte alimentar de sangue humano nos triatomineos
capturados pode ser atribuida tanto a invasdo frequente por T. sherlocki observada em
domicilios, quanto & algumas atividades humanas externas: caca frequente de animais
silvestres; atividades de lazer as margens dos riachos e visitagfes as pinturas rupestres dos
afloramentos rochosos; além de situacdo mais inusitada, visto que em virtude da baixa
qualidade do sinal de telefonia, observa-se com frequéncia as pessoas subirem nos afloramentos
rochosos ao entardecer para utilizar a internet, sendo expostas aos triatomineos. Essas
evidéncias de contato frequente dos moradores e visitantes com triatomineos reforcam a
importancia da realizacdo de estudos mais detalhados sobre a dindmica de interacdo entre
triatomineos e as espécies que servem de fonte alimentar nessa regido. Além disso, 0
comportamento agressivo observado nos triatomineos ao buscarem por alimento, inclusive
durante o dia, leva a crer que o avanco das mudancas climéticas, com aumento da temperatura,
reducdo da precipitacdo média anual e secas prolongadas em algumas regiées do mundo (IPCC,
2021), possa impactar os ambientes naturais em regides semiaridas mais susceptiveis como o
bioma Caatinga (Tabarelli et al., 2017), o que pode resultar em uma gradativa aproximagéo dos
ciclos silvestres de transmissdo de T. cruzi para o ambiente doméstico, com animais silvestres
frequentando o peridomicilio e diferentes espécies de triatomineos se adaptando ao convivio
préximo com humanos, todos buscando alimento e abrigo (Lima-Neiva et al., 2021). Esse
provavel cenario ecoepidemioldgico da DC ira demandar maior atencdo por parte dos 6rgaos

de salde, especialmente no ambiente rural de regides endémicas do Nordeste do Brasil.

Cées e gatos ndo foram identificados como fonte alimentar dos triatomineos, apesar dos
cdes pernoitarem no peridomicilio (Santos et al., 2022) e os gatos terem acesso livre ao terreno
das casas, 0 que favoreceria 0 acesso dos triatomineos a esses animais na area de estudo. Isso

ocorreu provavelmente em virtude do nimero reduzido de triatomineos capturados no ambiente
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domeéstico, bem como, devido a uma menor predilecdo da espécie T. sherlocki em se alimentar
de cées e gatos, quando comparado a outras espécies de animais domésticos. Alguns estudos
mostram que 0s membros do complexo de espécies de T. brasiliensis ndo se alimentam de cées
(Almeida et al. 2016; Bezerra et al., 2018; Lilioso et al., 2020; Lima-Neiva et al., 2021), que
sdo abundantes em ambientes peridomésticos, refor¢ando a hipdtese de que esse animal ndo é
uma fonte alimentar preferéncial dos triatomineos deste complexo de espécies. Os carnivoros
domésticos sdo considerados bioindicadores da circulacdo de T. cruzi (Bezerra et al., 2014;
Daflon-Teixeira, et al., 2019; Herrera et al., 2005). Em estudos anteriores, realizados também
no distrito de Santo Inacio, houve o relato de um gato positivo para T. cruzi em xenodiagnostico
(Rimoldi et al., 2012) e de cédes soropositivos para o parasito (Santos et al., 2022). Os cées e
gatos tém maior chance de contrair a infec¢do por T. cruzi por via oral, ao predar roedores e
triatomineos infectados ou lamber o pelo com fezes de triatomineos infectados (Herrera et al.,
2005).

Neste estudo, ndo foi encontrada associacao entre os animais silvestres capturados e as
fontes alimentares de sangue detectadas em triatomineos por quadrante amostrado. No
quadrante 1 (Q1) foi capturado apenas espécimes de Thrichomys sp., no entanto, oito espécies
de vertebrados foram identificadas como fonte alimentar dos triatomineos nesse mesmo
quadrante. Além disso, os triatomineos capturados no quadrante 4 (Q4) ndo tiveram suas fontes
alimentares detectadas, sendo que foram capturados espécimes de D. albiventris e K. rupestris
nesse quadrante. Estudos sobre o comportamento das espécies envolvidas poderiam contribuir
para elucidar a falta de associacao espacial.

O par de primer L14841/H15149, que amplificam o gene mitocondrial do citocromo b
de vertebrados, produz informacdes filogenéticas a nivel intraespecifico (Kocher et al., 1989),
possibilitando identificar e diferenciar as espécias animais que servem de fonte alimentar para
os triatomineos capturados em ambientes silvestre e doméstico (Bezerra et al., 2014; Lilioso et
al., 2020). Entretanto, a PCR utilizada neste estudo amplifica 0 DNA do sangue da fonte
alimentar predominante no triatomineo, limitando assim, detectar outras possiveis fontes
alimentares em um mesmo inseto (Bezerra et al., 2018). Outra limitacdo do nosso estudo é que
a maioria dos triatomineos capturados ndo apresentavam sangue no trato digestorio ou apenas
quantidade reduzida, insuficiente para amplificacdo do DNA da espécie animal. Diante disso,
é possivel supor que a diversidade de animais fonte alimentar de sangue para T. sherlocki seja

bem maior do que os descritos no presente estudo.
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5. CONCLUSAO

Os triatomineos da espécie T. sherlocki apresentam ecletismo alimentar, sendo
detectado uma variedade de espécies de animais silvestre e doméstico como fonte alimentar,
inclusive humanos, o que pode conduzir a futura domiciliacdo desse triatomineo. Roedores do
género Thrichomys ndo apresentaram importancia no ciclo de transmissdo de T. cruzi.
Entretanto, é provavel que tanto D. albiventris quanto K. rupestris, identificados como fonte
alimentar para triatomineos, sejam reservatorios do protozoario na regido estudada, uma vez
que foi identificada a presenca de infeccédo por T. cruzi nas duas espécies. Os dados demonstram
a existéncia do ciclo silvestre de transmisséo de T. cruzi e, em consequéncia, um risco latente
de reemergéncia de surtos de doenca de Chagas na regido estudada, ja que os triatomineos da

espécie T. sherlocki invadem os domicilios.
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Arquivo suplementar 1 — Caracteristicas gerais dos 56 triatomineos da espécie Triatoma sherlocki, que tiveram
sua fonte alimentar de sangue detectada.

Id. Fase  Ecétopo T: ho (bp)  Espécie BLASTED  Cobertura  E-value Identidade Acesso
T25 ninfa silvestre 379 Kerodon rupestris 94% 2E-136 91.88% GU136722.1
T39 ninfa  silvestre 378 Kerodon rupestris 94% SE-138 92.13% GU136722.1
159 ninfa silvestre 378 Kerodon rupestris 94% SE-138 92.13% GU136722.1
T60 ninfa silvestre 367 Kerodon rupestris 96% 2E-137 92.11% GU136722.1
162 ninfa silvestre 380 Kerodon rupestris 93% SE-138 92.13% GU136722.1
T67 ninfa silvestre 378 Kerodon rupestris 93% 2E-136 92.07% GU136722.1
T95 ninfa silvestre 356 Kerodon rupestris 99% 2E-137 92.11% GU136722.1
T100 ninfa  silvestre 382 Kerodon rupestris 93% SE-138 92.13% GU136722.1
G27 macho silvestre 368 Kerodon rupestris 96% SE-163 96.35% GU136722.1
G28  ninfa silvestre 380 Kerodon rupestris 95,51% SE-158 93% GU136722.1
G30 fémea  silvestre 377 Kerodon rupestris 94% 4E-159 95.51% GU136722.1
G32 ninfa  silvestre 378 Kerodon rupestris 93% 8E-156 95.22% GU136722.1
G33 ninfa silvestre 367 Kerodon rupestris 97% 4E-159 95.54% GU136722.1
G34 ninfa silvestre 378 Kerodon rupestris 94% SE-158 95.51% GU136722.1
G35 ninfa silvestre 378 Kerodon rupestris 94% SE-158 95.51% GU136722.1
G36  ninfa silvestre 380 Kerodon rupestris 93% SE-158 95.51% GU136722.1
G45  ninfa silvestre 368 Kerodon rupestris 96% 3E-160 95.77% GU136722.1
G47 ninfa silvestre 378 Kerodon rupestris 93% 8E-136 91.83% GU136722.1
G48  ninfa silvestre 368 Kerodon rupestris 97% SE-158 95.24% GU136722.1
G61  ninfa silvestre 350 Kerodon rupestris 100% 4E-153 95.14% GU136722.1
T69 ninfa silvestre 370 Didelphis albiventris 94% 7E-180 99.16% JF280985.1
170 ninfa silvestre 380 Didelphis albiventris 94% 7€-180 99.16% JF280985.1
172 ninfa  silvestre 370 Didelphis albiventris 94% 1E-180 99.16% JF280985.1
T75 ninfa silvestre 380 Didelphis albiventris 93% 9E-180 99.16% MT892661.1
T80  ninfa silvestre 380 Didelphis albiventris 93% 9E-180 99.16% MT892661.1
T84  ninfa silvestre 370 Didelphis albiventris 94% 9E-180 99.16% MT892661.1
785 macho silvestre 380 Didelphis albiventris 94% 9E-180 99.16% MT892661.1
. 365 Sg;::ﬁ:’;:’:s 97%  1E174  9831%  KMO047808.1
G43  ninfa silvestre 380 Thrichomys inermis 94% 2E-146 93.00% JX459887.1
T101 macho  silvestre 366 Leopardus geoffroyi 96% 2E-157 95.49% KP202292.1
G29 ninfa silvestre 379 Leopardus geoffroyi 94% SE-158 95.26% KP202292.1
G31 ninfa silvestre 367 Leopardus geoffroyi 96% 6E-157 95.48% KP202292.1
G1 ninfa peri 368 Rattus norvegicus 96% 0.0 99.44% KY986748.1
T1  fémea intra 380 Homo sapiens 94% 0.0 100% KX697544.1
T76 ninfa silvestre 380 Homo sapiens 94% 0.0 99.44% KX697544.1
G11  macho intra 370 Homo sapiens 94% 0.0 100% KX697454.1
G14 ninfa peri 379 Homo sapiens 94% 0.0 100% KX697544.1
T22 fémea silvestre 370 Homo sapiens 95% 0.0 99.72% KX697544.1
T23 ninfa silvestre 370 Homo sapiens 95% 0.0 100% KX697544.1
197 fémea silvestre 379 Homo sapiens 94% 0.0 100% KX697544.1
T105 ninfa silvestre 366 Homo sapiens 96% 0.0 100% KX697544.1
G13  ninfa peri 367 Gallus gallus 95% 0.0 100% MN148736.1
T47  ninfa silvestre 367 Gallus gallus 97% 0.0 100% MN148736.1
G17 ninfa silvestre 361 Gallus gallus 97% 0.0 99.72% MN148736.1
G18  ninfa silvestre 378 Gallus gallus 94% 0.0 100% MN148736.1
G22  ninfa silvestre 352 Gallus gallus 100% 0.0 100% MN148736.1
G23  macho silvestre 364 Gallus gallus 97% 0.0 100% MN148736.1
G43 fémea  silvestre 367 Gallus gallus 97% 0.0 100% MN148736.1
G49 macho  silvestre 382 Gallus gallus 94% 0.0 99.45% MN148736.1
G54  ninfa silvestre 378 Gallus gallus 94% 0.0 100% MN148736.1
G56 ninfa  silvestre 364 Gallus gallus 97% 0.0 100% MN148736.1
T31 macho silvestre 350 Tropidurus hispidus 100% 1E-144 93.71% KU245065.1
53 ninfa silvestre 379 Tropidurus hispidus 95% 2E-156 94,00% KU245065.1
187 macho silvestre 380 Tropidurus hispidus 95% 2E-156 93,00% KU245065.1
T96 ninfa silvestre 367 Tropidurus hispidus 95% SE-153 97,00% KU245065.1
T91 ninfa silvestre 380 Didelphis albiventris 94% 4E-178 98.88% MT892661.1
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Arquivo suplementar 2 — Video mostrando a interagdo vetor (Triatoma sherlocki) — hospedeiro (Kerodon
rupestris) em ambiente silvestre.

O video foi disponibilizado na cépia digital em CD — ROM da tese. Fonte: arquivo pessoal.
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CONSIDERACOES FINAIS

e No presente estudo foi possivel detectar a infeccdo por T. cruzi em cées e animais
silvestres (K. rupestris e D. albiventris), bem como nos triatomineos T. sherlocki e P.
sherlocki, no entanto é possivel que o ciclo de transmissdo de T. cruzi seja bem mais
complexo envolvendo outras espécies de triatomineos e animais silvestres presentes na
regido o que demanda uma maior abrangéncia e detalhamento em futuros estudos,
especialmente para confirmar os animais reservatorios/hospedeiros para o protozoario,
bem como, determinar os padrdes alimentares dos triatomineos.

e Ac0Oes frequentes de vigilancia entomoldgica, busca ativa de casos e inclusdo de
contetdos de educacdo em salde nos materiais escolares, com posterior divulgacdo
desses conteudos para a populacdo em geral seriam complementos indispensaveis para

superacéo da ameaca representada pela DC.

e Adeteccdo dos DTUsde T. cruzi das amostras de triatomineos, cdes e animais silvestres,
que foram positivas neste estudo, sdo necessarias para melhor compreensdo da

transmissao desse protozodrio na regiao.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Chagas disease (CD) is a parasitic zoonosis endemic in Brazil. Despite virtual control of Triatoma infestans, the
Chagas disease main domesticated vector of Trypanosoma cruzi, vectorial tr ission by other tri ine species persists in
Hosts some rural communities. This study aims to characterize tri ines role in itting T. cruzi to dogs and

Pa:nstxongylus Sheflodd humans in the district of Santo Inacio, located in the northwest region of the state of Bahia, Brazil. It also de-
Triatoma sherlocki

Telitodia soedida scribes i 1 factors in h ngs associated with insect occurrence and assesses the perception,
Knowledge knowledge, and preventive practices adopted by the population regarding CD. Blood samples of humans and
Attitudes dogs, and biological les of tri i were collected between November 2018 and February 2019 and
Practice subjected to the detection of T. cruzi by serological and molecular biology tests. Also, we applied a questionnaire
to research the perception, knowledge, and local practices of people related to CD. The capture of triatomines in
households was associated with exploratory variables of the questi ires using multivariate logistic regr

(p < 0.05). The 155 triatomines captured in the wild and domestic environment were of the species Triatoma
sherlocki (n = 151), Panstrongylus sherlocki (n = 1) and Triatoma sordida (n = 3), and had a natural infection rate
for T. cruzi by PCR of 18.5%, 100% and 0%, respectively. District residents (n — 126) were seronegative for
T. cruzi, while 17.5% (7/40) of the dogs were seropositive. The fact that residents are aware that triatomines can
“cause” CD was configured as a protection factor for residents according to the fitted logistic regression model (p
= 0.04). However, respondents have limited perception and knowledge about the CD, prevention and control
practices for triatomines in a household. The results suggest the existence of a domestic cycle of transmission of
T. cruzi between triatomines and dogs, configuring a latent risk of infection to the human population of Santo
Inacio. Studies that clarify the p ial for the blishing of intrusive tri ines in h holds, surveillance
actions for triatomines, and health education in rural ¢ ities are indi ble to p: the reemergence
of CD in vulnerable regions of Brazil and other American countries with similar epidemiological characteristics.
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| Questionario da Doenca de Chagas na Perspectiva do Chefe da casa |

ETIQUETA DE
IDENTIFICACAO

N° DO QUESTIONARIO

N° DE IDENTIFICAGCAO DO
ENTREVISTADO

1-Entrevistador:

2-Data da Entrevista: __

I

3-Municipio:

4-Endereco:

5-Quanto tempo mora aqui?

Nao quer responder@ Nao sabe responder

6-Quantas pessoas no total moram na casa? N&o quer responder@
Nao sabe responder Outros
7-Nome:

8-Data de nascimento: /[ [/

9-Nasceu em um povoado? Qual? N3o se aplica(0)
Nao quer responder@ Nao sabe responder Outros
10-Municipio de nascimento: N&o quer responder@

N&o sabe responder

11-Residiu em um povoado anteriormente? Sim(®) N&o(2) Néo se aplica(0)

Nao quer responder@

N&o sabe responder
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12-Qual 0 nome do povoado? N3o se aplica(0)

N&o quer responder @ Nao sabe responder
13-Municipio de residéncia anterior N3o se aplica(0)
Nao quer responder@ Nao sabe responder
14-Sexo: Masculino (0 Feminino 2)

15-Gestante: 1° Trimestre(l) ~ 2° Trimestre(2)  3° Trimestre3)  N&o(4)
N3o se aplica(0) Nao quer responder@ Nao sabe responder
Outros

16- Cor da pele: Branca®l) Preta® Amarela® Parda®) Indigena(s) Ignorada(6)
Nao quer responder@ Nao sabe responder

Outros

17-Estado civil: Solteiro(t) Casado(2) Vitvo(3) Unido Estavel(d) Divorciado()
N&o quer responder@ Na&o sabe responder Outros
18- Estudou até que série?

N4o alfabetizado(1) Ensino fundamental incompleto(2)
Ensino fundamental completo®3) Ensino médio incompleto()
Ensino médio completo (5) Ensino superior incompleto(6)
Ensino superior completo (7) N&o quer responder@ N&o sabe responder
Outros

19-Renda mensal da familia (Receita Federal): Abaixo de R$ 300,00 @)
Entre R$ 300,00 e R$ 954,002 Entre R$ 954,00 e R$ 1.908,00 (3)
Entre R$ 1.909,00 e R$2.862,00(4) Acima de R$2.862,00(5)
N&o quer responder@ Nao sabe responder Outros

20-Vocé j& ouviu falar do barbeiro? Sim(1) N&o() Né&o quer responder@

Nao sabe responder

21-Onde? Cartaz() Informag&o do agente de satde(2)

Informag&o escolar(3)  Informacéo de familiares/amigos@)  Radio/TV(S) Internet(6) Néo se

Outros

aplica(®) Nao quer responder@ N&o sabe responder

22-Vocé ja encontrou um barbeiro na sua casa? Sim(1) Ndo®@) Néo se aplica(0)

Outros

N&o quer responder@ Na&o sabe responder




23-Onde vocé encontrou o barbeiro? Rol ou varanda(D) Sala(2) Cozinha(3) Quarto(4) Banheiro(5)
Quintal(6) Area de servico(7) Despensa(8) Na rua®

Ambiente de trabalho® Galinheiro® Garagem@ N4o se aplica(0)

Outros

N&o quer responder@ Na&o sabe responder

Caso a resposta seja ambiente de trabalho responda a proxima pergunta.

24-Em qual ambiente de trabalho? Garimpo(1) Roca(2) Escola(®®)

Pedras da mata(®) Posto de satde e hospital(5) Lojas do comércio(6)

Nao se aplica(0) Nao quer responder @ Nao sabe responder
Outros

25-0 que vocé fez ao encontrar o barbeiro?

Avisou ou entregou ao agente de satide @)

Avisou ou entregou ao centro de saide (2)  Matou imediatamente o inseto (3)

N4o tomou providéncia(®) N3o se aplica(0) N&o quer responder@

N&o sabe responder Outros

26-Para qual local deve ser encaminhado o barbeiro na regido?

Escola (1) Posto de satde (2) Secretaria Municipal de Satde(3 SUCAM (@)

Superintendéncia Regional de Satde(®) Vigilancia Sanitaria(6) Nao se aplica(0)

Nao quer responder@ N&o sabe responder >~ Outros

27-Por que as pessoas tem tanto medo do barbeiro?

Incomoda muita gente(1) N&o tem importancia(2) Transmite doenca(3 Porque mata(4) N&o

se aplica(0) N&o quer responder@

N&o sabe responder Outros

28-Conhece alguém que ja foi picado pelo barbeiro? Sim(®) N&o(2)

Qutros

N4o se aplica(0) Nao quer responder@ Nao sabe responder

29-Vocé faz alguma coisa para evitar os barbeiros? Sim(1) N&o(2)

N3o se aplica(0) Nao quer responder@ Na&o sabe responder Outros

30-O que voce faz para evitar os barbeiros em casa?

Mantem o galinheiro afastado das casas e limpo (1)
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Utiliza inseticidas (2) Evita frestas em paredes(3)
Evita entulhos ao redor da casa#) Procura o barbeiro na cama e colchdes(5)

Limpeza, evitar sujeira, lixo(6) N&o se aplica® Né&o quer responder@ Nao sabe responder
Outros

31-Quiais dos insetos é um barbeiro? Mostrou corretamente(1)

Mostrou incorretamente(2) N3o se aplica(0) N&o quer responder@

N&o sabe responder Outros

32-O barbeiro transmite alguma doenca? SimQ@) Ndo@)  Néo se aplica(0)

Nao quer responder@ N&o sabe responder Outros
33-Qual doenga o barbeiro transmite? N3o se aplica(0)

Outros

Nao quer responder@ Na&o sabe responder

34-Vocé sabe 0 que é a doenca de Chagas? Sim(1)  N&o(2)

Nao quer responder@ Nao sabe responder
35-Conhece alguém que tem ou teve a doenca de Chagas? Sim(1) N&o(2)
N3o se aplica(0) Nao quer responder@ Nao sabe responder

36-Quem? O proprio entrevistado(®) Conjuge()  Filhos@)  Irmdos®) Pais(s) Avos(6)
Conhecido(7) Na&o se aplica(0) Né&o quer responder@

Qutros

Na&o sabe responder

37-A doenca de Chagas acomete quais partes do corpo? Figado(1) Pulmdes@  Rins(3)
Coragio(® Intestino(S) Esofago(6) Estomago(7)

Outros

N3o se aplica(0) Nao quer responder@ Nao sabe responder

38- Essa doenca é considerada grave? Sim(1) N&o(@) N4o se aplica(0)

N&o quer responder@ Na&o sabe responder Outros
Por que?
39-A doenca de Chagas tem cura? Sim(1) Nao(2) N3o se aplica(0)

N&o quer responder@ Na&o sabe responder Outros
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40- Como “pega” a doenca de Chagas? Contato com doentes(1)

Por meio do barbeiro(2)  Ingestdo de agai(3)  Ingestdo de caldo de cana (4)

N3o se aplica(0) Nao quer responder@ Nao sabe responder
Outros
41- Como evitar a doenga de Chagas? Fervendo a agua(D)
Conservando e limpando a casa(2) Aplicando inseticida(3)
Vacinando pessoas(¢) Rebocando a casa(5) N4o se aplica(0)

Outros

Nao quer responder@ Nao sabe responder

42-Existe servico de controle da doenca de Chagas na regio? Sim(1) N&o(2) Néo se aplica(0)

N&o quer responder@ Na&o sabe responder

43-Responde a questdo abaixo caso a resposta da pergunta anterior seja sim. Qual a principal acao
desse servico?

N3o se aplica(0) Nao quer responder@ Nao sabe responder

44-Qual € a sua sugestdo para melhorar o servico de controle da doenca de Chagas?
O agente de endemias passar nas residéncias com mais frequéncia()

Pulverizar as casas com inseticidas(2)

Realizar atividades de educagéo em saude (palestras)(3)

Melhorias na infraestrutura da casa (rebocada)(@) N3o se aplica(0) N&o quer responder
@ N&o sabe responder Qutros

45-Vocé tem alguma queixa de satde? Sim(1) N&o(2)

N&o quer responder@ N&o sabe responder

46-Quais?

N4o se aplica(0) Né&o quer responder@ Né&o sabe responder
47-J4 foi submetido a transfusio de sangue? Sim() N&o(2)
Nao quer responder@ Na&o sabe responder
48-Ja foi submetido a transplante de 6rgdo? Sim(1) N&o(2)
Nao quer responder@ Nao sabe responder
49-Tem o habito de comer agai? SimQ®) N&o(2)

N&o quer responder@ N&o sabe responder
50-Tem o habito de tomar caldo de cana? Sim(1) N&o(2)
N&o quer responder@ Na&o sabe responder
51-Tem o habito de preparar caca? Sim(1) N&o()
N&o quer responder@ N&o sabe responder
52-Tem o hébito de comer caca? Sim(1) N&o(2)

N&o quer responder@ Na&o sabe responder
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53-Qual? N3o se aplica(0)
N&o quer responder@ N&o sabe responder
54-Vocé j4 foi picado pelo barbeiro? Sim (1) Nzo 2) N3o se aplica(0)

N&o quer responder@ N&o sabe responder

55-Quantas vezes vocé foi picado? Um(@) Duas®@) Trés3®) Quatro®)  Cinco(5) Seis(6)
Sete(7) Oito(® Nove® Acimadedez® Néo se aplica(0)

N&o quer responder@ N&o sabe responder — Outros
56-Lembra quando foi a Ultima vez (més e ano)? N3o se aplica(0)

N&o quer responder@ Nao sabe responder Outros

57-Teve algum familiar ou amigo que faleceu devido uma morte desconhecida? Sim(1) N&o(2) Nao

quer responder@ Nao sabe responder

58-0 que ele sentia?

N3o se aplica(0) N&o quer responder@ Nao sabe responder

59-Vocé usa mosqueteiro? Sim(1) N&o(2)

N&o quer responder@ N&o sabe responder

60-Como usa? Coloca preso no colchdo(l) Deixa solto(2)  N&o se aplica(0) N&o quer

Outros

responder@ N&o sabe responder
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ANEXO 1 - Autoriza¢do do ICMBI0o/SISBIO para captura de animais silvestres.

Ministério do Meio Ambiente - MMA

_ Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Icmi o. Sistema de Autorizagao e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 61011-2 I Data da Emissdo: 26/11/2018 18:19:56 | Data da Revalidagao*: 26/11/2019

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: JAIRO TORRES MAGALHAES JUNIOR CPF: 030.044.415-00

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DA BAHIA CNPJ: 18.641.263/0001-45

Cronograma de atividades

# |Descrigao da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 |Captura e identificaca@o taxonomica de flebotomineos 102018 1012021

2 |Captura, identificagdo e coleta de amostras de pequenos mamiferos silvestres 102018 102021

3 |[Captura e identificacdo taxondmica de triatomineos 10/2018 102021

Equipe

# |Nome Fungao CPF Nacionalidade
1 |Flavia dos Santos Pesquisadora 019.968.065-56 Brasileira

2 |CARLOS ROBERTO FRANKE Pesquisador 268.922.190-04 Brasileira

3 |IANEI DE OLIVEIRA CARNEIRO Pesquisadora B808.978.435-68 Brasileira
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ANEXO 2 — Autorizagdo do CEP para coleta de amostras em humanos.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO £ Plabaforma
OESTE DA BAHIA - UFOB %ﬂd

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: EPIDEMIOLOGIA DA DOENGA DE CHAGAS NO MUNICIiPIO DE GENTIO DO OURO-
BA
Pesquisador: FLAVIA DOS SANTOS
Area Tematica:
Versao: 2
CAAE: 91856418.0.0000.8060

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DA BAHIA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.965.700

Continuag3o do Parecer: 2.965.700

Justificativa de tcleresponsavelpelomenor. pdf 15/10/2018 |FLAVIA DOS Aceito

Auséncia 17:50:13 | SANTOS

Cronograma novocronograma.pdf 15/10/2018 |FLAVIA DOS Aceito
17:44:02 | SANTOS

QOutros Leidiane.pdf 16/06/2018 | FLAVIA DOS Aceito
21:44:04 | SANTOS

Qutros Jairo.pdf 16/06/2018 | FLAVIA DOS Aceito
21:43.06 | SANTOS

Orcamento Orcamento.pdf 06/06/2018 |FLAVIA DOS Aceito
18:07:48 |SANTOS

Qutros Compromisso.pdf 06/06/2018 | FLAVIA DOS Aceito
17:23:56 | SANTOS

Declaracdo de Institucional pdf 06/06/2018 |FLAVIA DOS Aceito

Instituicdo e 17:15:54 | SANTOS

Infraestrutura

Outros questionario.pdf 06/06/2018 |FLAVIA DOS Aceito
07:08:07 | SANTOS

Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 06/06/2018 | FLAVIA DOS Aceito

Brochura 06:59:25 |[SANTOS

Investigador

Situagido do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

BARREIRAS, 17 de Outubro de 2018

Assinado por:

Dayane Otero Rodrigues
(Coordenador(a))



ANEXO 3 - Autorizagcdo do CEUA/UFBA para coleta de amostras em cées.

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Monitoramento e controle das leishmanioses e doencas de chagas na
Regidio Oeste da Bahia, registrada com o n° 75/2017, sob a responsabilidade do Professor Jairo Torres
Magalhdes Junior e que envolve a produgio, manutengdo ou utilizagio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertcbrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Escola de Medicina Veterindria
¢ Zootecnia da Universidade Federal da Bahia, em reuniiio de 14/11/2017.

Finalidade ( )Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagéio 05/03/2018 a 05/03/2020
Espécie/linhagem/raga Animais domésticos (ciies ¢ gatos)
N° de aninais 300
Peso/ldade Variavel
Sexo Ambos
Origem Matadouro

Salvador, 14 de novembro de 2017,

Prof. Claudio de Oliveira Romio
Coordenador CEUA/EMEVZ-UFBA



